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Los resultados presentados en esta tesis forman parte de un manuscrito en 
preparación: 
 
“Bradykinin favors collecting duct cell association to form migratory colonies through B2 
receptor activation” 
 
Edith del Valle Guaytima, Yamila Romina Brandán, Nicolás Octavio Favale, Bruno Jaime 
Santacreu, Norma B. Sterin-Speziale, and María Gabriela Márquez 
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RESUMEN 
 
La organogénesis del riñón es un proceso secuencial cuyo principal evento es la 
mutua inducción entre las células del mesénquima metanéfrico (MM), y las células 
epiteliales del brote ureteral (BU). Como resultado, el MM experimenta una transición 
mesénquima–epitelio (TME) para dar origen al nefrón, y el BU sufre sucesivas 
ramificaciones que originarán el sistema de túbulos colectores. Durante la 
nefrogénesis, la síntesis de bradiquinina (BK) aparece muy temprano, y la expresión 
del ARNm para su receptor B2 (RB2) es mucho mayor en el riñón en desarrollo que en 
el adulto. Asimismo, el bloqueo farmacológico del RB2 durante la etapa fetal provoca 
una diferenciación anormal de los túbulos renales, pero aún no se han descripto las 
causas bioquímicas ni morfológicas que lo justifiquen. Por lo tanto, se planteó como 
objetivo general estudiar el papel que cumple la hormona intrarrenal BK en el 
desarrollo posnatal de la papila renal. Se eligió como modelo de estudio cultivos 
primarios de células de TCd de papila renal de ratas neonatas, puesto que en la rata, el 
riñón completa su desarrollo en el periodo posnatal.   
La primera parte de esta tesis se centró en la caracterización morfológica y fenotípica 
de las células de TCd en el cultivo primario. Mediante ensayos de inmunofluorescencia 
de doble marcación se observó que las células de TCd en cultivo poseen una gran 
tendencia a unirse entre sí para formar colonias migratorias, que se evidenció por la 
presencia de lamelipodios en las células del borde de la colonia. Durante el desarrollo 
renal, los cambios morfológicos ocurren aceleradamente. En los cultivos primarios, 
estos cambios se ven reflejados en el alto nivel de heterogeneidad que exhiben las 
colonias, en relación con el grado de asociación, y de maduración o diferenciación de 
las células de TCd.  
Por otra parte, el análisis fenotípico de las células que aparecen en los cultivos 
primarios como células aisladas, brindó la información necesaria para concluir que se 
trata de células mesenquimáticas. Las reconstrucciones 3D y perfiles xz permitieron 
deducir que estas células se localizan de forma adyacente o por debajo de las células  
de la monocapa. La baja velocidad y cortos tiempos de centrifugación aplicados 
durante el aislamiento de los TCd de la papila, evitó la contaminación con células 
individuales. Por lo tanto, se interpreta que estas células con características 
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mesenquimáticas se originan in situ en el cultivo primario mediante un proceso de 
transición epitelio-mesénquima (TEM) de las células de TCd. El conjunto, los 
resultados sugieren la existencia de un “equilibrio dinámico” entre las células de TCd 
que forman parte de las colonias, y las células que no lo hacen, fuertemente 
desplazado hacia las primeras. Las reconstrucciones 3D, perfiles xz y experimentos en 
tiempo real muestran claramente que las células mesenquimáticas generadas in situ, 
finalmente se insertan entre las células de la colonia, y, como consecuencia de la 
inducción por parte de las células de TCd, experimentan una TME para quedar 
definitivamente integradas en la monocapa. Sobre la base de los resultados expuestos, 
se plantea un modelo en el cual las células mesenquimáticas que se originan de novo 
funcionarían de nexo entre el modelo de nefrogénesis propuesto más recientemente 
que incluye dos conversiones fenotípicas (TEM-delaminación-TME), y el modelo 
clásico de mutua inducción. 
En la segunda parte de la tesis se estudió el efecto de la BK sobre las células de TCd. 
Para ello, las células se estimularon con BK en presencia o en ausencia de un 
antagonista específico de RB2, HOE-140, o de un inhibidor específico de PI3K, 
LY294002. El análisis de las células de TCd tratadas con BK reveló la formación de un 
córtex continuo de filamentos de actina alrededor de la colonia, y la presencia de 
bordes ondulatorios o “ruffles” de membrana en las células de la periferia. Los 
experimentos realizados en tiempo real confirmaron tales fenómenos y mostraron un 
aumento en la velocidad de formación y tamaño de lamelipodios y “ruffles”, así como 
la adquisición de un mayor nivel de compactación celular, reflejado por la disminución 
del área total de las colonias. El pre-tratamiento con HOE-140 afectó la adhesión 
célula-célula inducida por BK y la formación de “ruffles”. El análisis conjunto de las 
imágenes de inmunofluorescencia y los resultados de experimentos realizados en 
tiempo real en presencia de LY294002, demostraron la participación de PI3K en la 
asociación célula-célula, y en la formación de estructuras migratorias inducidas por 
BK. Asimismo, el análisis por Western blot evidenció que la activación de PI3K 
mediada por la unión de BK a RB2 induce en la células de TCd la activación de su 
efector “corriente abajo” Akt, debido a un incremento de su forma fosforilada (Akt-P), 
hecho que ocurre solo en ausencia de HOE-140, y de LY294002. Esta situación se vio 
reflejada en las imágenes de inmunofluorescencia, donde se observa una mayor 
intensidad de marcación de Akt-P, y también de Rac1, un conocido efector “corriente 
abajo” de PI3K que participa en la formación de lamelipodios. 
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En conclusión, los resultados presentados en este trabajo de tesis doctoral ofrecen 
nuevas evidencias experimentales que resaltan el rol que ejerce la BK durante el 
desarrollo postnatal del riñón, a través de su unión a RB2 y posterior activación de la 
vía PI3K/Akt/Rac1, mecanismo que favorece la migración colectiva del BU durante la 
nefrogénesis, desde la zona donde se origina en la papila, hasta la corteza renal donde 
ocurre la mutua inducción entre el MM y el BU, para dar origen al nefrón y al sistema 
de túbulos colectores, respectivamente. 
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INTRODUCCIÓN 
 
1. EL DESARROLLO RENAL 
 
1.1- El desarrollo del riñón metanéfrico 
El desarrollo del riñón adulto o metanéfrico comienza cuando un derivado 
procedente del conducto mesonéfrico de Wolf, denominado brote ureteral (BU), se 
extiende, e interacciona con un grupo de células no epiteliales, el mesénquima 
metanéfrico (MM) [1-3] (Figura 1A). El BU invade el MM y sufre una serie de 
ramificaciones dicotómicas y alargamientos repetitivos bajo la influencia de moléculas 
mitogénicas secretadas por el MM [4, 5] (Figura 1B). En cada ronda de ramificaciones, 
el número de extremos del BU se duplica. El principal evento que ocurre durante el 
desarrollo renal es la mutua inducción entre las células del MM, y las células epiteliales 
del BU [6]. Como resultado de esta mutua inducción, el MM experimenta una 
transición mesénquima–epitelio (TME) para dar origen al nefrón, y el BU sufre 
sucesivas ramificaciones que originarán el sistema de túbulos colectores [1-3, 7].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mesénquima 
metanéfrico 
Figura 1. Invasión e inducción del BU en el MM adyacente (A), seguido por ramificaciones y 
elongaciones del BU para formar el sistema de túbulos colectores (B). BU: brote ureteral, MM: 
mesénquima metanéfrico. 
 
 
 
B 
Ramas del BU 
Condensado 
mesenquimático 
Células 
mesenquimáticas/
estromales 
A 
Brote 
ureteral 
Conducto de Wolf 
Invasión del BU 
Mesénquima 
metanéfrico 
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Durante este proceso de mutua inducción, las células del MM inducidas se condensan 
alrededor de los extremos de las ramificaciones del BU, y dan origen a los distintos 
estadios nefrogénicos como agregados pre-tubulares, cuerpos coma, y cuerpos-S  [6, 
8]. La parte distal de los cuerpos-S se fusiona con los túbulos colectores que se 
desarrollan a partir del BU mediante los túbulos conectores, y las partes proximales de 
las nefronas nacientes se vuelven altamente vascularizadas para formar los 
glomérulos renales (Figura 2). Las células del MM no inducido permanecen en estado 
mesenquimático (no nefrogénico) y tienen por función autorenovarse para mantener 
el pool de células progenitoras. Estas células no comprometidas con la epitelización 
transitan un destino alternativo para formar el compartimento de células del estroma 
intersticial renal, o sufren apoptosis [9, 10].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Esquema del proceso de nefrogénesis, donde es posible identificar los distintos 
estadios de maduración-diferenciación. Adaptado de Saxen 1987, “Early organogenesis of the 
kidney”. 
 
Introducción 
 
6 
 
El proceso de inducción recíproca entre el BU y el MM se reitera durante todo el 
desarrollo del riñón hasta 3-4 días después del nacimiento en ratones, y hasta las 34-
36 semanas de gestación en los humanos [5, 9]. Es decir, que a partir del cuarto día de 
desarrollo posnatal, el riñón murino carece de células mesenquimáticas nefrogénicas 
[9]. En el ser humano, todas las nefronas se desarrollan in utero antes de las 36 
semanas de gestación; en cambio, en el de la rata y ratón, se completa después de dos 
semanas de vida postnatal [8, 11, 12] En ambas especies, tanto la maduración 
anatómica como la funcional continúan durante la infancia [6, 13]. El mecanismo 
responsable de la ramificación del BU in vivo aún no se conoce, pero resultados 
obtenidos utilizando cultivo de células y de órganos sugieren que varios factores de 
crecimiento participan en este proceso [14]. Sobre la base de análisis efectuados en 
ratones mutantes, se encontró que el estroma presenta un rol activo en la ramificación 
del BU, la epitelización de las células del MM, y la posterior maduración de las 
nefronas [2, 15-17]. 
1.2- Inducción, crecimiento y ramificación del brote ureteral  
De forma similar a como ocurre en el pulmón y mamas, el riñón se origina a partir de 
sucesivas ramificaciones, proliferación y remodelado de una evaginación procedente 
de una estructura epitelial pre-existente. En el riñón, esta estructura es el BU, el cual a 
través de ramificaciones dicotómicas y tubulogénesis da origen al sistema de túbulos 
colectores [1-3, 7]. 
La diferenciación de las células del mesodermo intermedio en MM, BU y conducto de 
Wolf, depende de múltiples factores de transcripción y de moléculas de señalización 
secretadas por las células involucradas [14, 18]. En este contexto, la formación del BU 
que resulta de la interacción del conducto de Wolf con el MM, depende de la expresión 
del producto del gen supresor de tumores WT-1 (Gen supresor de tumor de Wilm), y 
del factor de crecimiento peptídico GDNF (Factor neurotrófico derivado de la glía) [14, 
19-24]. 
El GDNF es secretado por las células del MM, y su receptor tirosina cinasa Ret se 
expresa en las células del conducto de Wolf y en las células del extremo del BU a 
medida que éste invade y se ramifica dentro del MM [25, 26]. En el embrión, a medida 
que el riñón metanéfrico madura, la expresión de los receptores Ret queda limitada a 
los extremos del BU en crecimiento. El GDNF secretado por el MM activa el complejo 
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receptor tirosina cinasa Ret y su co-receptor GFRα-1, y desencadena el crecimiento o 
extensión de las células Ret-positivas del conducto de Wolf hacia la señal de GDNF 
[27]. Así, el receptor Ret actúa de manera autónoma mediante la recepción de señales 
mitogénicas desde el MM, e induce la proliferación y ramificación del epitelio del BU. 
En cultivos celulares se observó que GDNF funciona como un factor quimiotáctico 
sobre las células epiteliales que expresan Ret [21, 28]. La inactivación selectiva del gen 
del receptor Ret en el ratón resulta en un BU rudimentario [7, 29], mientras que la 
inhibición del gen de GDNF permite el desarrollo del conducto de Wolff con 
normalidad, pero el BU está totalmente ausente [20]. Resultados obtenidos a partir de 
experimentos utilizando cultivos de BU indican que el contacto directo con el 
mesénquima guía la ramificación y la elongación de las ramas del BU, y lo hace tanto a 
través del contacto célula - célula como a través de factores solubles que actúan a muy 
corta distancia, como el factor GDNF [14, 22-24]. 
Además de los mencionados, existen otros factores que participan en la inducción, 
crecimiento y ramificación del BU (factores de crecimiento, proteínas que participan 
en vías de señalización, proteínas morfogenéticas, metaloproteinasas) que para 
simplificar no se mencionan.  
 
2. LA TRANSICIÓN EPITELIO-MESÉNQUIMA Y MESÉNQUIMA-EPITELIO 
 
2.1- Estructuras de adhesión que median la unión célula-célula y célula-matriz 
extracelular 
Las células epiteliales se caracterizan por establecer uniones con las células 
adyacentes. En este contexto, las uniones adherentes resultan ser el sello distintivo de 
todas las láminas epiteliales. Están constituidas por el complejo E-cadherina/β-
catenina/α-catenina, que permiten que la unión célula-célula interaccione con el 
citoesqueleto de actina [30-33]. Por lo que la correcta distribución de E-cadherina 
resulta fundamental en la adquisición y en el mantenimiento de la estructura y 
polarización de la célula epitelial [34, 35], como así también, de la arquitectura tisular 
[36, 37]. La E-cadherina es el miembro mejor estudiado de la familia de cadherinas y 
se expresa en células de estirpe epitelial [38]. El dominio extracelular de E-cadherina 
establece interacciones de tipo homofílicas entre las células vecinas [30], y la cola 
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citoplasmática a su vez se asocia con una gran variedad de proteínas intracelulares, 
que permiten enlazar la adhesión célula-célula a la red de actina-miosina, el transporte 
vesicular, y a la maquinaria de polaridad celular. El enlace mejor estudiado es la unión 
de la cola citoplasmática de E-cadherina a β-catenina, que a su vez se une a α-catenina, 
quien interactúa en forma directa con F-actina, o bien a través de α-actinina, ZO-1, 
formina y vinculina [39, 40]. Esto constituye un proceso crítico no solo para la 
estabilización de las uniones intercelulares, sino también, para coordinar la dinámica 
de la actina en las uniones adherentes [33, 41, 42]. 
Por otra parte, los contactos focales (CF) son complejos multiproteicos que 
participan en la unión de las células con la matriz extracelular [43]. Las proteínas de 
transmembrana que median estas interacciones son las integrinas, y lo hacen a través 
de la unión de su dominio extracelular a diferentes componentes de la matriz 
extracelular, y de la región citoplasmática de su cadena  con talina, la que además 
posee sitios de unión a otras proteínas del CF como la vinculina [44-46]. Ambas 
proteínas poseen sitios de unión a F-actina, y así los CF conectan el citoesqueleto de 
actina (fibras de estrés) con la matriz extracelular [47-49]. 
2.2- Características de la transición epitelio-mesénquima  
La transición epitelio-mesénquima (TEM) es una forma de plasticidad celular en la 
cual las células epiteliales pueden adquirir un fenotipo mesenquimático. Las células 
epiteliales se diferencian de las mesenquimáticas por su fenotipo único y su 
morfología. Las células epiteliales están polarizadas con su superficie basal unida a 
una membrana basal, y su lado apical dirigido a la luz de una estructura tubular o 
cavidad del cuerpo. Se suele utilizar como marcadores de células epiteliales proteínas 
que forman parte de las estructuras de adhesión celular como la E-cadherina y la 
citoqueratina, que se hallan presentes en las uniones adherentes, y en los 
desmosomas, respectivamente [50]. Contrariamente, las células mesenquimáticas no 
forman una lámina de células ni establecen estructuras de adhesión intercelulares 
especializadas. Son alargadas y exhiben polaridad de extremo a extremo. Poseen gran 
cantidad de contactos focales, a través de los cuales se unen a la matriz extracelular, lo 
que les permite una mayor capacidad migratoria. En el adulto, los fibroblastos 
representan la célula típica del linaje mesenquimático, y su función principal es 
mantener la integridad estructural de los tejidos donde se encuentran mediante la 
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secreción de matriz extracelular. Son marcadores de células mesenquimáticas la 
vimentina y la α-actina de músculo liso, que se hallan formando parte de los filamentos 
intermedios y de los microfilamentos, respectivamente [50]. El uso de este último 
como marcador de células mesenquimáticas deriva de la observación de que las 
células madres mesenquimáticas lo expresan, y dejan de hacerlo cuando adquieren las 
características de su estado diferenciado [51-53]. 
La TEM, y su proceso inverso, la transición mesénquima-epitelio (TME), regulan los 
estadios tempranos del desarrollo de la mayoría de los animales. La TEM permite la 
dispersión de las células en el embrión al generar células con características 
mesenquimáticas, lo que les permite translocar a lugares específicos donde se 
diferencian en células funcionales residentes [54]. Estas diferenciaciones 
normalmente van acompañadas de una TME y contribuyen a los procesos de 
desarrollo tales como nefrogénesis, somitogenesis y otros [55-57]. La reactivación de 
la TEM en el adulto es considerada una respuesta fisiológica que posibilita la 
formación de células mesenquimáticas para controlar procesos inflamatorios y 
reparar daños tisulares [58]. En el riñón adulto, existe un equilibrio entre ambos 
procesos, pero cuando este equilibrio se altera se generan condiciones patológicos 
como lo es la fibrosis renal y el cáncer [58, 59]. 
Durante la TEM, las células epiteliales polarizadas, que normalmente interaccionan 
con la membrana basal a través de su superficie basal, experimentan múltiples 
cambios bioquímicos que les permiten asumir un fenotipo mesenquimático, el cual 
incluye pérdida de la unión célula-célula, incremento en la capacidad migratoria, 
invasividad, elevada resistencia a la apoptosis y una mayor producción de 
componentes de la matriz extracelular (Figura 3) [58].  
Existe una variedad de biomarcadores que se utilizan para definir la ocurrencia de la 
TEM, siendo uno de ellos la disminución en la expresión de E-cadherina, y la activación 
de la expresión de las cadherinas mesenquimáticas N-cadherina o cadherina 11 [50, 
60, 61]. La regulación de la expresión de E-cadherina depende de mecanismos 
transcripcionales (represión génica) o post-transcripcionales (endocitosis). Los 
miembros de la familia génica de factores de transcripción Snail (snail y slug, SNAI1 y 
SNAI2 en humanos respectivamente) participan induciendo la TEM, y a pesar de su 
importancia en el desarrollo embrionario, deben permanecer silentes en el adulto, 
pues su activación aberrante da lugar a diversas patologías como cáncer y fibrosis 
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[62]. Snail actúa regulando negativamente la expresión de E-cadherina [63], pero 
también regula otros aspectos de la TEM tales como el aumento en la expresión de 
marcadores de células mesenquimáticas y fibroblásticas (fibronectina y vitronectina), 
disminución de la expresión de marcadores epiteliales, aumento en la expresión de 
metaloproteinasas de matriz extracelular, y protege a las células de la muerte por 
apoptosis al suprimir la expresión de caspasas [50].  
La β-catenina posee un rol dual en la TEM, une la E-cadherina al citoesqueleto y actúa 
como un activador cotranscripcional junto con Tcf/LEF [64]. La retención de β-
catenina en el citoplasma es importante para la conservación del fenotipo epitelial, y la 
adquisición de un fenotipo mesenquimático se correlaciona con el movimiento de β-
catenina hacia el núcleo, en donde forma parte del complejo Tcf/LEF [65, 66]. Dicha 
acumulación de β-catenina en el núcleo, la cual se asocia frecuentemente con la 
pérdida de expresión de E-cadherina, se correlaciona con la susceptibilidad de las 
células de transitar una TEM y adquirir un fenotipo invasivo [67]. El complejo β-
catenina/Tcf/LEF controla directamente la expresión de genes asociados con la TEM, 
particularmente de Snail [68]. La pérdida de uniones adherentes que ocurre durante la 
TEM es acompañada por la pérdida de los otros complejos de unión [69]. 
Lejos de ser un proceso de todo o nada, durante la TEM las células adquieren un 
comportamiento tendiente a reducir la organización epitelial localmente y promover 
la motilidad celular, y por este motivo la heterogeneidad en la TEM que se observa en 
diferentes contextos implica que este proceso está estrechamente regulado [70]. El 
estudio de imágenes de morfogénesis de tejidos in vivo ha revelado recientemente que 
los eventos extremos de la TEM descriptos son excepcionales, y lo que realmente 
ocurre en la mayoría de los casos es una transición intermedia [71].  
 
 
 
 
 
 
Figura 3. La transición epitelio-mesénquima involucra una pérdida gradual del fenotipo epitelial, la 
coexistencia de fenotipos intermedios que resulta finalmente en la formación de células 
mesenquimáticas. Adaptado de Kalluri 2009, “The basics of epithelial-mesenchymal transition”. 
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2.3 - La transición epitelio-mesénquima durante la nefrogénesis  
Sobre la base de los resultados obtenidos a partir de experimentos de marcado de 
linaje celular, Herzlinger y colaboradores han revisado la diferenciación de las células 
renales y demostraron que la nefrogénesis consiste en un proceso que puede dividirse 
en dos conversiones fenotípicas. Primero, el epitelio del BU experimentaría una TEM y 
delaminación para formar los progenitores mesenquimáticos del blastema 
metanéfrico, y segundo, este blastema sufriría una TME para diferenciarse en los 
distintos epitelios que forman el nefrón [72]. Este modelo de nefrogénesis se 
diferencia del clásico descripto anteriormente, el cual consiste en una TME de las 
células del MM como respuesta a señales inductivas provenientes del BU [1-3, 6, 7]. 
2.4- La migración celular durante el desarrollo renal 
La migración celular es un proceso complejo y dinámico muy importante para el 
desarrollo embrionario, la reparación de tejidos, la función del sistema inmune, y la 
invasión tumoral [73, 74]. Durante la migración direccional, las células se mueven 
rápidamente en respuesta a una señal quimiotáctica extracelular, en contraposición 
con la migración al azar, que se produce cuando una célula posee direccionalidad 
intrínseca baja, lo que les permite la exploración del medio ambiente local [75]. 
Asimismo, las células pueden migrar en forma aislada, como lo hacen las 
mesenquimáticas, o en forma colectiva [76]. Esta capacidad migratoria intrínseca que 
tiene cada tipo celular depende de las características estructurales del citoesqueleto 
de actina, de las enzimas que degradan la matriz extracelular, de las moléculas de 
adhesión célula-célula, y de señales que controlan el citoesqueleto como Rho GTPasas 
y su efector corriente abajo, ROCK (serina/treonina quinasa asociada a Rho) [77, 78]. 
En respuesta a variaciones en estos determinantes moleculares, las células pueden 
adaptarse al cambiar su forma, sus características de asociación y el mecanismo de 
migración [76].  
En las células migratorias, la enzima fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) se activa en el 
borde director para generar localmente fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) y así 
definir el polo anterior, mientras que el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) se ubica 
en el polo posterior del cuerpo celular. Es por este motivo que los polifosfoinositidos, 
además de su capacidad de reclutar proteínas relacionadas con el citoesqueleto, 
participan en la locomoción celular definiendo el borde de avance. A su vez, PIP3 
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puede ser transformado en PIP2 por acción de la fosfatasa PTEN, y de esta forma 
controlar la dirección de la migración limitando la difusión de PIP3 hacia las 
membranas laterales [79, 80]. Durante el desarrollo renal, PTEN regula la ramificación 
del BU que ocurre durante la morfogénesis del sistema de túbulos colectores, y la 
pérdida de su expresión provoca un patrón de ramificación aberrante, deslocalización 
de glomérulos, y muerte [81]. PTEN suprime la migración celular mediada por la 
activación de GDNF/Ret, y así regula el tono fino durante la ramificación del BU [81]. 
Es importante destacar que PIP3 es un fosfolípido casi no detectable en la mayoría de 
los tipos celulares, y el aumento de su nivel requiere estimulación exógena.  
La enzima PI3K está asociada a receptores acoplados a la proteína G, y a receptores 
tirosina cinasa [82]. Tras su activación, PI3K transloca a la membrana plasmática, 
donde convierte PIP2 en PIP3. PIP3 actúa como segundo mensajero al reclutar en la 
membrana plasmática proteínas que contienen en su estructura dominios homólogos 
a plekstrina (PH), tales como las quinasas Akt y PDK1. La activación total de Akt 
requiere la fosforilación dual en la serina 473 (Ser473) por el complejo mTOR2, y en la 
treonina 308 (Thr308) por PDK1. La forma fosforilada activa de Akt, se disocia de la 
membrana y transloca al núcleo, donde fosforila múltiples proteínas implicadas en la 
regulación del crecimiento y proliferación, la supervivencia y la diferenciación celular. 
[83-87]. También induce el recambio de las integrinas con el consiguiente desarmado 
de los contactos focales y migración celular [79, 88]. Se conocen cientos de sustratos 
para Akt, los que dependiendo del tipo celular, median las acciones mencionadas. De 
esta forma, Akt actúa como una señal crítica  posterior o “corriente abajo” a la 
activación de PI3K.  
Además de Akt, la familia de proteínas pequeñas Rac también pueden ser activadas 
como efector “corriente abajo” de PI3K [89]. Las Rac GTPasas representan una familia 
de pequeñas proteínas de unión al GTP, pertenecientes a la superfamilia de Rho 
GTPasas [90]. Se han descripto tres isoformas, de las cuales, la isoforma Rac1 se 
expresa en todas las células, mientras que Rac2 lo hace se células hematopoyéticas 
[91], y Rac3 en el cerebro [92]. La activación de Rac1 principalmente induce la 
reorganización del citoesqueleto de actina para formar lamelipodios y bordes 
ondulatorios o ruffles, y de este modo facilitar la motilidad celular [93, 94], y en la 
adhesión celular [95]. Su ablación genética provoca la muerte del embrión por falta de 
formación de las tres laminas embrionarias [95]. También se haya implicada en 
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procesos que regulan la transcripción génica, proliferación celular y supervivencia 
[96].  
Es sabido que las láminas de tejido epitelial también migran, y para que esto ocurra 
se producen rearreglos que consisten en una TEM parcial, posibilitando a algunas 
células adquirir propiedades mesenquimáticas para poder migrar [70, 97]. Una 
característica común de estos epitelios es que las células del borde muestran 
características típicas de las células mesenquimáticas tales como una polaridad ápico-
basal reducida y presencia de estructuras migratorias dinámicas ricas en actina [70]. 
Durante la migración colectiva, las células se mantienen unidas unas con otras, tanto 
en el borde director como en el interior y en los bordes laterales (Figura 4) [97, 98]. La 
migración celular colectiva constituye un proceso clave durante el desarrollo de la 
mayoría de los organismos, y también ocurre durante la reparación de tejidos, en la 
invasión de células cancerosas, y en metástasis [97, 99-101]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Específicamente, el BU luego de ser inducido, crece, migra y luego se ramifica, y lo 
hace en forma colectiva, es decir que las células que lo forman migran sin perder la 
unión entre ellas. En este proceso, el eje GDNF/Ret cumple un rol fundamental [21, 
81]. En respuesta a la activación de Ret mediada por GDNF se produce la activación de 
PI3K, pero aún no se conoce con claridad cómo la activación de Ret impacta sobre el 
movimiento y la proliferación de las células del BU [18, 102]. A pesar de que la 
inhibición de PI3K no altera en forma significativa la ramificación del BU, la inhibición 
Figura 4. La migración colectiva que ocurre durante el proceso de morfogénesis de ramificación 
del BU permite la expansión del túbulo. Las células se mantienen unidas unas con otras, tanto en 
el borde director como en los bordes laterales. Asimismo, las células líderes, a medida que 
establecen interacciones con la MEC y efectúan su remodelado por acción de las MPM de matriz 
extracelular, favorecen el crecimiento y migración del BU. BU: brote ureteral, MEC: matriz 
extracellular, MPM: metaloproteinasas de matriz extracelular.  Adaptado de Friedl 2004, 
“Prespecification and plasticity: shifting mechanisms of cell migration”. 
 
Introducción 
 
14 
 
de esta vía provoca una disminución de la migración de las células del BU [102, 103]. 
Sin embargo, la migración celular no es suficiente para llevar a cabo la invasión del 
MM, puesto que la proliferación localizada y la extensión deben contribuir al 
crecimiento del extremo del BU [18]. Por lo tanto, debido a su efecto sobre la motilidad 
celular, la regulación de Rac por PI3K es de particular interés para los procesos de 
migración colectivos, como lo es la ramificación del BU durante el desarrollo renal 
[104]. 
 
3. EL SISTEMA CALICREÍNA-CININA Y EL DESARROLLO RENAL 
 
3.1- La calicreína y sus sustratos, los cininógenos 
El sistema calicreína-cinina renal está compuesto por la enzima calicreína y sus 
sustratos, los cininógenos de bajo (68 kDa) y alto peso molecular (100-120 kDa), y 
ambos son productos de un splicing diferencial del mismo transcripto [105]. Los 
cininógenos de bajo y alto peso molecular, por acción de la calicreína, se transforman 
en los péptidos bioactivos efectores o cininas, lys-bradiquinina (o calidina) y 
bradiquinina; respectivamente (Figura 5) [106, 107].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. El sistema calicreína-cinina. Se esquematiza la formación y degradación de las 
cininas, y los receptores con los que interaccionan. APM: cininógeno de alto peso 
molecular, BPM: cininógeno de bajo peso molecular, RB2: receptor B2, RB1: receptor B1.  
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En los seres humanos existen dos tipos de calicreínas, la calicreína plasmática y la 
tisular, ambas son serina proteasas. La calicreína plasmática se encuentra 
exclusivamente en la sangre circulante, mientras que la calicreína tisular se encuentra 
en diversos tejidos, tales como el páncreas, el riñón, el intestino y las glándulas 
salivales [108]. Asimismo, la expresión génica de la calicreína tisular es sensible a 
factores fisiológicos y ambientales, tales como hormonas, la concentración salina y la 
ingesta de proteínas [109]. 
Durante el desarrollo embrionario, los riñones producen una serie de hormonas y 
factores de crecimiento que actúan en forma autócrina y parácrina para promover el 
crecimiento tubular y vascular, la diferenciación y la adquisición de funciones 
fisiológicas. La expresión espacial y temporal de la calicreína tisular está finamente 
regulada durante el desarrollo renal. En riñones de rata en desarrollo se observó 
inmunoreactividad para calicreína en la extremidad superior distal de los cuerpos-S 
pero no en las fases anteriores, tales como vesículas renales o cuerpos-coma [110-
111]. A medida que avanza la nefrogénesis, la expresión de la calicreína tisular se 
puede detectar en las zonas apicales de los derivados de los cuerpos-S, tales como los 
túbulos distales y los túbulos conectores [110, 112].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Localización del sistema calicreína-cinina renal. La calicreína es producida por las 
células del túbulo conector, y los cininógenos por las células del BU y del TC. Gracias a esta 
disposición temporo-espacial de las estructuras renales, es posible el efecto parácrino de las 
cininas en las células de los túbulos colectores. Adaptado de Vio 1992, “Localization of 
Components of the Kallikrein-Kinin System in the Kidney: Relation to Renal Function”. 
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El patrón de expresión temporal y espacial de la calicreína tisular renal en los 
cuerpos-S epitelializados y en las estructuras tubulares maduras indica que su 
expresión está estrechamente vinculada a la epitelialización y tubulogénesis de la 
nefrona naciente. Por lo tanto, la calicreína tisular podría desempeñar un rol 
fisiológico en la nefrogénesis [110]. En los riñones maduros, la actividad de la 
calicreína tisular está presente en los túbulos distales, túbulos conectores, túbulos 
colectores corticales y en los glomérulos (Figura 6) [110-113]. 
3.2- Las cininas 
Las cininas son péptidos biológicamente activos que participan en la vasodilatación, 
permeabilidad vascular, dolor, diuresis, y en la regulación del flujo sanguíneo renal y 
de la tasa de filtración glomerular. En los seres humanos existen dos tipos de cininas, 
bradiquinina y Lys-bradiquinina, y como se mencionó anteriormente, ambas se 
generan a partir de la hidrólisis de sus cininógenos precursores inactivos (Figuras 5 y 
6). 
La bradiquinina (BK) es la principal cinina renal, se libera a partir del cininógeno de 
alto peso molecular por acción de las calicreínas plasmática y tisular [114], y consta de 
nueve aminoácidos con la siguiente secuencia: Arg1-Pro2-Pro3-Gly4-Phe5-Ser6-Pro7-
Phe8-Arg9 [115]. La calicreína se sintetiza en el hígado y se libera en la sangre como un 
precursor inactivo denominado precalicreína. La activación de la precalicreína en 
plasma está vinculada a la cascada intrínseca de coagulación sanguínea, 
específicamente por el factor de coagulación activado XIIa [116].  
La Lys-bradiquinina o calidina posee una secuencia aminoacídica similar a BK, con 
un residuo de lisina adicional en el extremo N-terminal: Lys1-Arg2-Pro3-Pro4-Gly5-
Phe6-Ser7-Pro8-Phe9-Arg10 [117]. En los tejidos humanos, la Lys-bradiquinina se libera 
a partir del cininógeno de bajo peso molecular por acción de la calicreína tisular. En 
condiciones normales, esta enzima es la principal serina proteasa que libera cininas a 
partir del cininógeno. La calicreína tisular se almacena en su forma inactiva en 
diferentes células de los órganos glandulares, como el páncreas, glándulas salivales, 
glándulas sudoríparas, glándulas lacrimales, glándulas exocrinas del bronquio, la 
mucosa gastrointestinal, y en las células de los túbulos conectores del riñón [118]. El 
precursor inactivo de la calicreína tisular puede ser liberado en respuesta a una 
estimulación nerviosa u hormonal. En los tejidos humanos, las células que expresan la 
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calicreína tisular y aquellas que almacenan el cininógeno pueden compartir el mismo 
espacio (Figura 7). Esto permite que la calicreína tisular sea liberada desde los 
segmentos superiores de la nefrona y pueda interactuar con el cininógeno de bajo 
peso molecular corriente abajo. Una vez activada, la calicreína tisular inmediatamente 
produce Lys-bradiquinina en los espacios intersticiales. En la mayoría de los tejidos 
animales y humanos, la Lys-bradiquinina recién generada se convierte rápidamente en 
BK por una aminopeptidasa presente en el correspondiente tejido [114].  
La BK tiene una vida media muy corta, de sólo unos 30 segundos en el plasma 
humano. Por lo tanto, se considera que la síntesis de BK ocurre a nivel de los tejidos, 
donde ejerce sus funciones biológicas [119]. Una vez sintetizada, la BK es degradada 
rápidamente por acción de una peptidasa, la cininasa. Existen diversas peptidasas en 
plasma y tejidos humanos y de roedores, incluyendo la cininasa I, cininasa II, también 
llamada enzima convertidora de angiotensina (ACE), y endopeptidasa neutral. En 
humanos y roedores, la cininasa II es la principal enzima encargada de inactivar las 
cininas. Aunque las cininas son los principales sustratos de la cininasa II, esta enzima 
también es responsable de la conversión de otras moléculas biológicamente activas, 
tales como la escisión de angiotensina I en angiotensina II. Esto explica los efectos 
antihipertensivos que presentan los inhibidores de la ACE debido a la inhibición de la 
degradación de cininas y el aumento de su nivel fisiológico. Tanto la BK como la Lys-
bradiquinina pueden ser hidrolizadas por la cininasa I para dar Arg-BK y des-Arg-
calidina respectivamente, que son agonistas del receptor B1 [106].  
3.3- Los receptores B1 y B2 de bradiquinina  
En los seres humanos y roedores, existen dos tipos de receptores de BK: B1 (RB1) y 
B2 (RB2). El RB2 humano está compuesto de 359 aminoácidos, en comparación con 
los 353 aminoácidos de RB1. Los dos receptores comparten un 30% de homología en 
la secuencia aminoacídica, y ambos están evolutivamente conservados en diferentes 
especies de mamíferos. La secuencia de aminoácidos de RB2 muestra un 80% de 
homología en el humano, rata y ratón, mientras que RB1 tiene una homología de 
secuencia de aproximadamente 36% [120]. Tanto el gen Bdkrb1 (gen del receptor de 
bradiquinina tipo B1) como Bdkrb2 (gen del receptor de bradiquinina tipo B2) se 
localizan en el cromosoma 14q32 en estrecha proximidad entre sí, con una separación 
de 12 kb.  
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Todas las cininas son fuertes agonistas del receptor B2, y agonistas débiles del 
receptor B1. Algunas formas modificadas de las cininas son los principales agonistas 
del receptor B1, tales como des-Arg9-bradiquinina y des-Arg10-calidina. Ambos son 
derivados des-arg de BK y Lys-bradiquinina, generados por acción de la cininasa I 
[120-122]. 
En condiciones normales, el RB2 se expresa en forma constitutiva en casi todos los 
tejidos, y su principal mecanismo de regulación génica se encuentra a nivel 
transcripcional. Sin embargo, la mayoría de los factores de transcripción que regulan 
la expresión de RB2 se encuentran en gran parte sin identificar. Varias evidencias 
experimentales han sugerido la presencia de sitios de unión putativos para un número 
de factores nucleares en la región promotora del gen Bdkrb2, tales como CREB 
(Proteína de  unión a elementos de respuesta a AMPc), p53, KLF-4 (Factor 4 tipo 
Kruppel) [123], AP-1 (Proteína activadora 1), NF-kB (Factor nuclear acelerador de la 
cadena ligera kappa de células B activadas), Sp1 (Proteína de especificidad 1 o Factor 
de transcripción Sp1), y Egr-1 (Proteína de respuesta de crecimiento temprano- 1) 
[124]. A diferencia del RB2, en condiciones basales la expresión de RB1 es mínima, 
pero se eleva en los tejidos durante la respuesta inflamatoria, diabetes, daño tisular y 
en la lesión por reperfusión isquémica. Bdkrb1 es un gen inducible cuya expresión está 
estrechamente regulada en respuesta a mediadores inflamatorios, mitogénicos, y ante 
el lipopolisacárido bacteriano [122]. 
Los receptores de BK pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas de 
unión a GTP, y poseen siete dominios transmembrana. Dependiendo del tipo de célula, 
la señalización mitogénica por parte de los receptores acoplados a proteína G está 
mediada por diferentes proteínas de unión a GTP, incluyendo Gi/G0, Gq/G11, Gs o G12 
[125] (Figura 7). La unión de un agonista a los receptores acoplados a proteína G 
desencadena respuestas celulares mediante la activación de varias moléculas efectoras 
claves como Ras, Raf y la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK). Otras 
cascadas de proteína cinasas que resultan ser potenciales efectores corriente abajo de 
las vías de señalización de los receptores acoplados a proteína G incluyen la proteína 
cinasa C (PKC), proteína cinasa A (PKA), las tirosina cinasas, y la proteína cinasa c-Jun 
N-terminal (JNK) [126]. 
La unión de BK a los receptores de cininas está acoplada a proteína Gq [127]. La 
secuencia de señalización que resulta de esta unión implica la activación de la 
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fosfolipasa C (PLC), la hidrólisis del fosfolípido de membrana PIP2 para formar inositol 
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) y, finalmente, la activación de PKC por DAG. PKC 
participa en la regulación de la expresión génica, el crecimiento celular y la 
proliferación. Una vez activada, PKC fosforila a MAPK que transloca al núcleo para 
actuar como mediador de la señalización de receptores acoplados a proteína G. Las 
MAPKs, también conocidas como cinasas reguladas por señales extracelulares (ERK), 
son serina/treonina cinasas que desempeñan un importante papel en la proliferación 
y diferenciación celular. La translocación de MAPK al núcleo y la posterior 
fosforilación de una variedad de factores de transcripción -que incluyen c-Myc, Elk-1, y 
ATF-2-, transduce señales mitogénicas extracelulares en los programas de 
transcripción génica [128]. Se ha demostrado que la BK aumenta el nivel de expresión 
de varias metaloproteinasas en diferentes tipos de células humanas, lo que 
contribuiría a la morfología tisular en el desarrollo renal, y en la respuesta 
inflamatoria [129]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Esquema de la vía de señalización GPCR/PI3K/Akt/Rac1. Se muestran las principales 
enzimas involucradas en las vías de transducción de señales que resultan luego de la activación de 
RB2 por BK. Referencias, significado de las abreviaturas y más detalles se encuentran en el texto.   
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Por otra parte, la activación del receptor acoplado a proteína G estimulado por BK está 
ligada a la activación del NF-kB. Diversos estudios en células epiteliales humanas 
transformadas han demostrado que la enzima PI3K y su cinasa corriente abajo Akt 
(también llamada proteína cinasa B, o PKB) están implicados en la activación de NF-kB 
como transductores de señales [130]. El NF-kB regula la transcripción génica en respuesta 
a señales extracelulares, incluyendo mitógenos y citoquinas. En su estado inactivo, NF-kB 
se une a su proteína inhibidora IkBa en el citosol. Tras una estimulación extracelular, la 
cinasa citosólica IkB (IKK) se activa y fosforila a IkBa, que sufre ubiquitinización y 
degradación proteasomal, disociándose así de NF-kB. En su estado activado, NF-kB 
transloca al núcleo donde actúa como factor de transcripción para regular la expresión 
génica [131].  
En células A549 (línea celular epitelial de vías respiratorias humanas), la unión de BK a 
RB2 induce la activación de la vía Ras/Raf-1/ERK, que a su vez inicia la activación de IKK y 
NF-kB, y en última instancia estimula la expresión de COX-2 [133]. Además, en fibroblastos 
humanos cultivados BK estimula la activación de NF-kB y la expresión de interleucina 1β 
[133]. Curiosamente, en células HeLa transfectadas que expresan RB2, la activación de NF-
KB inducida por BK puede ser bloqueado por co-transfección de un mutante dominante 
negativo de PI3K o un mutante inactivo de Akt [134]. Estos hallazgos sugieren que la 
señalización de BK involucra PI3K y Akt en la activación de IKK y NF-kB, además de la vía 
Ras/Raf-1/ERK. En conjunto, los resultados anteriores sugieren que la BK ejerce sus 
funciones biológicas tras la unión a los receptores de cininas y la consecuente activación 
de diferentes proteínas efectoras corriente abajo, tales como las vías fosfolipasa/MAPK y 
la activación de NF-kB a través de Ras/Raf/ERK o PI3K/Akt [82] (Figura 7). 
3.4- Ontogenia de los receptores B1 y B2 de bradiquinina 
En los roedores, la expresión de los receptores B1 y B2 presenta una regulación 
tejido-específico. La etapa más temprana en la que se puede detectar expresión de RB1 
en el riñón embrionario es en E14.5. En este estadio, su expresión se localiza en los 
túbulos proximales y en los glomérulos en formación. En la zona nefrogénica, RB1 es 
apenas detectable en algunas células del MM, y no se expresa en las nefronas 
nacientes, y tampoco en los túbulos colectores [135]. La estrecha colocalización 
espacial de RB1 con los segmentos de la nefrona proximal sugiere que el receptor B1 
puede tener un papel en la diferenciación terminal de los túbulos proximales y la 
adquisición de su función biológica. La evidente falta de expresión de RB1 en las 
nefronas nacientes sugiere una menor probabilidad de estar involucrado en los 
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eventos nefrogénicos tempranos, tales como la TME que experimenta el MM inducido 
por el BU. 
Contrariamente, el RB2 se expresa en forma constitutiva en diversos tejidos a lo 
largo de la embriogénesis y posterior maduración. En órganos como el riñón, corazón, 
aorta, pulmón, y cerebro, la expresión de RB2 aumenta progresivamente en el período 
perinatal sólo para declinar después del destete, y en el adulto [136]. En riñón y 
corazón de embriones y neonatos, la expresión del ARNm de RB2 es relativamente 
mayor que en otros sistemas, como el cerebro o pulmones. Estos hallazgos son 
consistentes con el rol conocido de BK en la regulación del tono vascular, el flujo 
sanguíneo renal, y la función y el crecimiento del músculo cardíaco [136].  
Durante el desarrollo renal de la rata, el ARNm de RB2 aparece alrededor de E14.5, 
aumenta hacia el final de la gestación, alcanza un pico en el nacimiento, y disminuye 
gradualmente hacia la edad adulta [137]. Durante las etapas tempranas de la 
nefrogénesis, RB2 se detecta en el extremo superior de los cuerpos-S y en los túbulos 
colectores de la corteza en desarrollo, y se localiza exclusivamente en sus membranas 
luminales [137]. Por el contrario, no se detecta expresión de RB2 en el MM, agregados 
pretubulares o cuerpos-coma. Luego del nacimiento, la expresión de RB2 se detecta en 
los túbulos colectores y conectores entre los días 1 y 12 [136]. En contraste con la 
fuerte expresión en estas estructuras, no se observa expresión de RB2 en los 
glomérulos maduros ni en los túbulos contorneados proximales. A partir del día 
postnatal 22 en adelante, la expresión de RB2 se propaga gradualmente desde los 
túbulos colectores en la médula externa a los rayos medulares internos, y se localiza 
en las membranas apical y basolateral de ambas estructuras [136]. Por lo tanto, la 
expresión de RB2 en el riñón de rata se activa en las etapas metanéfricas tempranas en 
E14.5, alcanza el pico más alto de expresión en los días perinatales y se mantiene 
elevado durante prácticamente todo el primer mes de vida postnatal [136]. 
3.5- Rol de la bradiquinina sobre el desarrollo renal 
Además de los bien conocidos efectos vasoactivos, la BK desempeña un importante 
rol durante el desarrollo renal [107, 136-140]. En la rata, la síntesis de BK aparece 
muy temprano en el desarrollo renal, y la expresión del ARNm para el RB2 es 30 veces 
mayor en el riñón en desarrollo que en el adulto [136, 139, 140]. Más aún, el bloqueo 
farmacológico del RB2 durante la etapa fetal provoca en la rata hipoplasia y 
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diferenciación anormal de los túbulos renales, y durante el desarrollo posnatal retarda 
el crecimiento renal, expresado por una menor relación riñón/peso corporal y 
contenido de ADN. Este retardo es específico para el riñón inmaduro y no tiene efecto 
en el riñón adulto [136, 140]. 
En condiciones normales, los ratones knockout del RB2 son viables, normotensos, y 
no muestran anormalidad estructural en órganos como el riñón, músculo cardíaco, 
tejido pulmonar o el hígado. Sin embargo, la progenie de ratones mutantes que 
carecen del gen B2 exhibe un inicio temprano de hipertensión salino-sensible e 
hipertrofia cardíaca en la edad adulta cuando estos ratones son alimentados con una 
dieta con altas concentraciones salinas [141]. De igual forma, ratas en gestación que 
fueron pretratadas con un antagonista selectivo de RB2 y luego sometidas a una 
ingesta con alta concentración salina, manifestaron una nefrogénesis segmental 
aberrante que afectó a las nefronas distales, el principal sitio de expresión del 
cininógeno y del RB2 durante el desarrollo renal temprano [137].  
La falta de expresión del RB2 en las células del MM o de sus derivados (agregados 
pretubulares y cuerpos coma) indicaría que es poco probable que las cininas 
participen en la TME o en la inducción de la nefrona [136]. Más bien, la localización 
distintiva y restringida de RB2 en el epitelio de los túbulos colectores en 
diferenciación sugiere fuertemente que su activación puede actuar como un 
modulador en el crecimiento y diferenciación de los mismos, y posiblemente 
contribuye a su identidad funcional [136]. Esta hipótesis está reforzada por el hecho 
de que todos los componentes del sistema calicreína-cinina están compartimentados 
en la nefrona distal [136].  
El desarrollo del riñón metanéfrico involucra el sistema calicreína-cinina renal 
expresado localmente, y consiste en la calicreína expresada en el túbulo distal y el 
túbulo conector, el cininógeno almacenado en el BU y el túbulo colector, y 
principalmente, el RB2 que se expresa en estas últimas estructuras. La relación 
espacial y temporal de los tres componentes del sistema calicreína-cinina renal en la 
nefrona distal estarían indicando que las cininas trabajan de forma parácrina-
autócrina con el fin de influir en la diferenciación de los túbulos colectores y la 
adquisición funcional (Figura 6). 
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4. EL CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS DE BROTE URETERAL / TÚBULO 
COLECTOR DE PAPILA RENAL DE RATA NEONATA COMO MODELO DE 
ESTUDIO 
 
4.1- Características de la papila renal de rata neonata 
En la rata, el desarrollo renal comienza en el día 12 de gestación y se completa 
alrededor del día 10 posnatal [8]. Un estudio de índole histológica realizado en 
nuestro laboratorio, demostró que al nacimiento y hasta 10 días posnatales (pn), el 
riñón de rata tiene las características de un riñón embrionario, presentando las 
estructuras nefrogénicas típicas del desarrollo donde se llevan a cabo la mutua 
inducción entre las células del BU y del MM, acompañado por una activa proliferación 
celular (Figura 8). Las tres zonas renales, corteza, médula y papila, se hacen evidentes 
no antes de 30 días pn. En contraposición al estado de alta proliferación y 
desorganización tisular que presenta el riñón al día 10pn, en el riñón de rata adulta 
(70 días), el sistema se encuentra en un estado de baja proliferación y alta 
diferenciación y organización tisular [12]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se ha descripto que la morfogénesis medular, incluida la zona de la papila, coincide 
con la expresión de los genes de los túbulos colectores medulares, lo que refleja la 
maduración funcional característica de estas estructuras en la reabsorción de agua y el 
equilibrio ácido/base [142]. En este contexto ocurre la diferenciación de las células del 
BU en las células principales, el tipo celular exclusivo de los túbulos colectores de la 
CC 
CS 
BU 
Corteza renal 
Figura 8. Sección de corte histológico de la corteza renal de rata de 2 días, marcado con 
DBA y coloreado con hematoxilina (A). En la ampliación (B) se visualizan algunas 
estructuras nefrogénicas como los cuerpos coma (CC), cuerpos-S (CS), y ramificaciones 
de brote ureteral (BU). DBA: Dolichos Biflorus Agglutinin. Adaptado de Márquez 2002, 
“Cell proliferation and morphometric changes in the rat kidney during postnatal 
development”.  
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papila, y la expresión de acuaporina 2 (AQP2) [142]. AQP2 es el responsable de la 
concentración de la orina que tiene lugar en los túbulos colectores. Se localiza en la 
membrana apical de las células principales, y su expresión está regulada por la 
hormona antidiurética (ADH) [143]. La presencia de este importante canal de agua se 
detecta desde muy temprano en la vida fetal, E18 en el BU, y su expresión se 
incrementa después del día 3 pn [144].  
El estadio final del proceso de diferenciación de la mayoría de las células epiteliales 
consiste en el desarrollo de un cilio primario desde la superficie apical [145]. Se trata 
de una estructura similar a un cabello, que se extiende desde el centro de la membrana 
apical de las células epiteliales [146], y se ensambla únicamente cuando las células 
abandonan el ciclo celular para ingresar a un estado de quiescencia, como sucede en 
las células diferenciadas [147]. 
4.2- Perfil de glicoconjugados de las células de brote ureteral/túbulo colector 
de papila renal de rata neonata 
La adquisición o pérdida secuencial de glicoconjugados puede considerarse como un 
marcador del estado de diferenciación durante el desarrollo. La lectina Dolichos 
Biflorus Agglutinin (DBA) se une específicamente a N-acetilgalactosamina-α 1,3 N-
acetilgalactosamina que se halla presente en células del BU y sus derivados, pero no en 
células mesenquimáticas, y la lectina Griffonia Simplicifolia Lectin I (BSL-I) se une 
específicamente a α-N-acetilgalactosamina-α D galactosa [148, 149]. La lectina DBA 
también se utiliza como un indicador sensible de la actividad morfogenética 
relacionada con la ramificación del BU. Se ha reportado que la falta de señal positiva 
de DBA en el BU corresponde a zonas de alta proliferación celular [149]. Está descripto 
que en la papila renal, la reactividad de DBA en las células de BU aparece en la etapa 
embrionaria y perdura en los túbulos colectores del riñón adulto, y la de BSL-I es 
exclusiva de las células intersticiales en el adulto pero existe cierta reactividad en el 
BU durante la etapa embrionaria [150]. En un estudio previo realizado en nuestro 
laboratorio sobre cortes histológicos de riñón, observamos marcación positiva para 
DBA en las células del túbulo colector y de la superficie del epitelio papilar, pero no en 
las células intersticiales en todas las edades examinadas (2-70 días). Con respecto a la 
lectina BSL-I, algunas células del BU/túbulo colector en formación exhiben marcación 
positiva solo hasta los 20 días, y después la marcación se hace negativa, y se mantiene 
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así en el riñón de rata adulta. Las células intersticiales son BSL-I positivas desde el día 
11 pn (Figura 9) [12].  
 
4.3- Elección del modelo de estudio 
Dado que el riñón de rata completa su desarrollo en el periodo posnatal, es posible 
identificar la coexistencia de células del brote ureteral (BU) con células de túbulo 
colector en desarrollo (TCd). In vivo, la corteza, la medula y la papila adquieren la 
morfología característica del riñón adulto alrededor del día 20 pn [12]. Y además, 
desde el punto de vista funcional, el riñón de rata experimenta una considerable 
maduración posnatal que se extiende hasta las 6 semanas de edad [6, 13]. 
En el riñón embrionario, las interacciones íntimas entre las ramificaciones del BU y 
las células mesenquimáticas y estromales que lo rodean, así como de la matriz 
secretada por todas estas células, hacen que sea difícil determinar la contribución de 
señales específicas en la morfogénesis del riñón [7]. En los seccionamientos 
histológicos, los procesos de ramificación del BU, así como sus defectos, son fáciles de 
detectar. Y si bien los patrones de expresión espacio-temporales en un corte de tejido 
pueden proporcionar resultados importantes, están limitados por ser de carácter 
circunstancial. Por otra parte, los estudios de embriones intactos y de riñones 
embrionario íntegros en cultivo contribuyeron inmensamente a dilucidar eventos 
morfológicos claves durante la nefrogénesis. Sin embargo, con el fin de delinear el rol 
específico de una determinada vía de señalización durante el desarrollo renal, es 
igualmente importante poder estudiar tal fenómeno en forma aislada [7]. En general, 
se han utilizado diversos tipos de modelo con el fin de estudiar la nefrogénesis, tales 
como cultivos de riñones embrionarios enteros, ratones modificados genéticamente 
(knockout y transgénicos), cultivos celulares en tres dimensiones que emplean líneas 
celulares embrionarias y de células renales adultas, y también cultivos de BU aislados 
de embriones [7]. 
El modelo experimental utilizado para el desarrollo de este trabajo de tesis doctoral 
es el cultivo primario de células de BU/TCd aislados de la papila renal de ratas 
neonatas (5-10 días pn). El uso de cultivos de células de BU como modelo de estudio 
de los mecanismos involucrados en el desarrollo renal, se encuentra ampliamente 
aceptado. Inclusive, estas células cultivadas en soportes que permiten el crecimiento 
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en tres dimensiones, conservan la capacidad de formar estructuras tubulares 
ramificadas, tal como lo hacen in vivo durante el desarrollo [7].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Distribución de los glicoconjugados que unen las lectinas DBA y BSL-I en el 
tejido de la papila renal de rata neonata. Secciones histológicas de la papila renal de rata de 7 
días (A-D), y de 70 días (adulta, E-F), marcadas con DBA o BSL-I. Contracolor: hematoxilina. En 
la papila posnatal es notoria la diferencia de la marcación intensa para la lectina DBA en los 
túbulos colectores en formación (A y B), respecto a la señal apical y débil para BSL-I (C y D). Por 
el contrario, en el tejido adulto, los glicoconjugados que unen BSL-I sólo se localizan en el 
intersticio renal (F), y la intensidad para DBA en los túbulos colectores aumenta (E). Aumentos: 
(A, C): 400X; (B, E, F): 600X; (D): 1000X. Adaptado de Márquez 2002, “Cell proliferation and 
morphometric changes in the rat kidney during postnatal development”. 
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OBJETIVOS 
 
 
 
OBJETIVO GENERAL 
 
 
Sobre la base de los antecedentes y datos preliminares expuestos, el trabajo propuesto 
tiene como objetivo general estudiar el papel que cumple la hormona intrarrenal 
bradiquinina (BK) en el desarrollo posnatal de la papila renal.  
 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
En particular, en la presente tesis doctoral se abordaron los siguientes objetivos 
específicos: 
 
 Caracterizar el modelo de estudio en condiciones basales, analizando las 
propiedades relacionadas con el grado de diferenciación de las células de 
túbulo colector en desarrollo de la papila renal de ratas neonatas, en el cultivo 
primario. 
 
 Estudiar el efecto de la BK sobre las células de túbulo colector en desarrollo en 
el cultivo, y las consecuencias morfológicas que se producen ante la inhibición 
de su receptor B2 (RB2). 
 
 Analizar el efecto de la BK sobre las células de túbulo colector en desarrollo en 
tiempo real, en presencia y en ausencia de distintos inhibidores.  
 
 Analizar la participación de la vía de PI3K/Akt/Rac1 en los fenómenos 
inducidos por la BK luego de unirse al RB2 sobre las células de túbulo colector 
en desarrollo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
  
1. MODELO EXPERIMENTAL 
 
A partir del hecho de que en la papila renal de ratas neonatas coexisten células del 
brote ureteral (BU) y de túbulos colectores en desarrollo (TCd), se utilizó como 
modelo experimental cultivos primarios de células de la papila renal de ratas Wistar 
neonatas (5-10 días). Para simplificar, de ahora en más las células del modelo de 
estudio serán mencionadas como células de túbulo colector en desarrollo (TCd). 
 
1.1- Animales de estudio  
Se utilizaron ratas Wistar hembras preñadas. Después del parto, se redujo el tamaño 
de la camada a 8 crías/madre para asegurar una nutrición uniforme. Se emplearon 
ratas de 5 y 10 días de edad. Los animales se criaron sin restricciones de agua o 
comida, bajo condiciones controladas de luz (ciclos de 12 horas de luz/oscuridad) en 
el bioterio del IICSHUM-UNLaR, y fueron manipulados de acuerdo a las normas de 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad Nacional de La Rioja 
(CICUAL-UNLaR). El protocolo fue revisado y aprobado por el CICUAL-UNLaR.  
 
2. CULTIVOS PRIMARIOS DE CÉLULAS DE TCd DE LA PAPILA RENAL 
 
2.1- Obtención de las papilas renales  
Las ratas neonatas se sacrificaron por decapitación, se extrajeron los riñones 
utilizando material quirúrgico, e inmediatamente se colocaron en una solución de 
iodopovidona con el fin de evitar contaminaciones hasta su procesamiento en el flujo 
laminar. 
 
2.2- Aislamiento de las células de túbulos colectores en desarrollo de las papilas 
renales, y cultivos primarios 
Los cultivos primarios se realizaron a partir de un protocolo experimental 
modificado, establecido inicialmente por Stokes [151]. Para ello, utilizando material de 
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cirugía estéril, se extrajeron las papilas renales y se mantuvieron en buffer salino 
fosfato (PBS). Se cortaron en pequeños trozos (1-2 mm3), e inmediatamente fueron 
incubadas durante 30 a 40 minutos (min) a 37ºC en buffer Tris-HCl 10 mM, pH7.4, que 
contiene NaCl 140 mM, KCl 5 mM, MgSO4 2 mM, CaCl2 1 mM, y glucosa 5.5 mM (en 
adelante buffer TRIS), en presencia de colagenasa 0.2 % y hialuronidasa 0.2 %, en una 
proporción de 10 papilas por cada 10 ml de medio. La acción enzimática se monitoreó 
mediante visualización de una gota de la suspensión celular por microscopía de 
contraste de fase. Transcurrido el tiempo de digestión enzimática, las estructuras 
aisladas se separaron por centrifugación a 28xg durante 2 min. El sedimento crudo, 
que contiene la mayoría de las estructuras tubulares de la papila –túbulos colectores 
en desarrollo y asas de Henle-, y restos de tejido, se lavó dos veces con PBS y se 
resuspendió en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con Factor 12 (F-12, 
en una proporción 1:1) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), suplementado con 
suero fetal bovino al 10% (SFB, Natocor). Además, se adicionó como antibióticos 
penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 g/ml (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). 
De esta forma se obtuvo un sedimento enriquecido en brotes ureterales y/o túbulos 
colectores en desarrollo. 
Dependiendo del experimento a realizar, se sembró este sedimento sobre 
cubreobjetos estériles para la realización de técnicas de imunocitoquímica, o 
directamente sobre el plástico de placas estériles de seis pocillos (multiwell) para 
estudios de Western blot, o visualización de los cultivos mediante microscopía 
interdiferencial o contraste de fase en los experimentos en tiempo real (time-lapse). 
Para todas las estrategias experimentales, se empleó como tiempo óptimo de cultivo 
48 horas de incubación, en estufa gaseada a 37°C.  
 
3. RECUENTO CELULAR Y DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR 
 
Una vez obtenidas la suspensión por acción de la coleganasa, y dado a que las células 
renales de los túbulos no se separan en ningún momento, se determinó el número de 
estructuras tubulares totales presentes mediante el uso de la cámara de Neubauer. La 
viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo de exclusión del azul tripán. El 
colorante se preparó mezclando 4 partes de solución acuosa de azul tripán 
(Mallinckrodt) al 0,2 % y 1 parte de solución salina de NaCl al 4,25 %. Se mezclaron 20 
μl de esta solución con 20 μl de la suspensión tubular y se determinó el número de 
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estructuras tubulares viables (no coloreadas) y no viables (coloreadas). El porcentaje 
de viabilidad se determinó calculando el porcentaje de túbulos no coloreados sobre el 
total contado. 
 
4. ESTIMULACIÓN CON BK, E INHIBICIÓN FARMACOLÓGICA DEL RECEPTOR  
B2 Y DE FOSFATIDILINOSITOL- 3 CINASA EN LAS CÉLULAS DE TCd EN 
CULTIVO PRIMARIO 
 
La estimulación con BK se realizó cuando las células de TCd habían alcanzado en el 
cultivos un nivel de confluencia de 50 a 70% (48 horas de crecimiento). En principio, 
las células crecidas sobre cubreojetos de vidrio estéril o directamente sobre el plástico 
estéril de las placas multiwell, fueron lavadas tres veces con buffer TRIS tibio. La 
hormona bradiquinina (BK, Sigma-Aldrich) se agregó luego de finalizado el último 
lavado a una concentración final de 1 µM, y la incubación fue durante 1 y 5 min a 37°C.  
Cuando los experimentos  se realizaron en presencia del antagonista farmacológico 
del receptor B2 de BK (RB2), HOE-140 (Sigma-Aldrich), los cultivos se preincubaron 
durante 30 min previo a la estimulación con BK con una concentración final del 
bloqueante de 100 nM. En el caso del inhibidor farmacológico de PI3K, LY294002 
(Sigma-Aldrich), el mismo se preincubó a una concentración final de 10μM, durante 10 
min previo a la estimulación con BK.  
Las reacciones se detuvieron colocando la placa en hielo y adicionando buffer TRIS 
frío. Las células se procesaron rápidamente para microscopía, o para Western blot. 
 
5. ESTUDIO DE LA DISTRIBUCIÓN DE PROTEÍNAS POR 
INMUNOFLUORESCENCIA 
 
Las células cultivadas en las condiciones antes descriptas se hicieron crecer sobre 
cubreobjetos de vidrio estériles. Una vez finalizado el tratamiento con BK, en 
presencia o ausencia de los inhibidores farmacológicos, los cubreobjetos fueron 
trasvasados a otra placa multiwell para su posterior procesamiento. En principio, las 
células fueron lavadas tres veces con PBS tibio, y para las inmunomarcaciones de la 
mayoría de los experimentos, se fijaron con metanol durante 10 min a -20°C, y acetona 
durante 4 min a -20°C. Luego se realizó un lavado con PBS a 4°C seguido de dos 
lavados con PBS tibio a temperatura ambiente (5 min cada uno). 
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Anticuerpo 
primario 
Especie de 
obtención 
Dilución Marcador de: Origen 
Vinculina Ratón 1:200 
Contactos focales 
Uniones adherentes 
Citosol 
Sigma-Aldrich 
E-cadherina Conejo 1:50 Uniones adherentes Sigma-Aldrich 
β-catenina Ratón 1:500 Uniones adherentes Sigma-Aldrich 
α-catenina Conejo 1:100 Uniones adherentes Sigma-Aldrich 
Citoqueratina 
7 
Ratón S/diluir 
Filamentos intermedios 
en células epiteliales 
Leyca Byosistem 
Vimentina Ratón 1:200 
Filamentos intermedios 
en células 
mesenquimáticas 
Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. 
Receptor B2 Ratón 1:200 Receptor B2 de BK 
BD Transduction 
Laboratories 
PI(4,5)P2 
Ratón, IgM 
biotinilado 
1:200 PI(4,5)P2 Echelon Biosciences 
PI(3,4,5)P3 Ratón, IgG 1:1000 PI(3,4,5)P3 Echelon Biosciences 
α-SMA Ratón S/diluir 
α-actina de músculo 
liso, en células  
mesenquimáticas 
Leyca Byosistem 
PCNA Ratón 1:200 Células en proliferación 
BD Transduction 
Laboratories 
AQP2 Conejo 1:200 Acuaporina 2 Alpha-Diagnostic 
Tubulina 
acetilada 
Ratón 1:500 Cilio primario Sigma-Aldrich 
DBA 
Semillas de 
Dolichos 
biflorus 
1:250 
Glicoconjugados 
presentes en células de 
BU/TC 
Vector Laboratories 
BSL-I 
Semillas de 
Griffonia 
(Bandeiraea) 
simplicifolia 
1:100 
Glicoconjugados 
presentes en células 
mesenquimáticas 
Vector Laboratories 
PI3K Cabra 1:100 
Subunidad catalítica 
p110α de 
fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato 3-cinasa 
Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. 
PTEN Conejo 1:100 
Fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa 
Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. 
Akt Conejo 1:100 
Niveles endógenos 
totales de las isoformas 
Akt1, Akt2 y Akt3 
Cell Signaling 
Technology 
Tabla 1. Anticuerpos primarios y lectinas empleados en las inmunofluorescencias 
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Para los estudios del citoesqueleto de actina, se utilizó la técnica de fijación con una 
solución de paraformaldehído (Riedel-deHaën) al 2 % en PBS durante 20 min a 
temperatura ambiente y posteriormente se realizaron dos lavados de 10 min y otros 
dos de 5 min con PBS tibio. La permeabilización celular se realizó con Tritón-X 100 al 
0,1 % en PBS durante 20 min, y luego se lavó cuatro veces con PBS tibio (10, 10, 5 y 5 
min). Luego de las fijaciones, se realizó un bloqueo de los sitios inespecíficos mediante 
incubación con una solución de bloqueo que contiene PBS/albúmina sérica bovina 
(BSA, Calbiochem) al 3% durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación, las 
células fueron incubadas durante la noche a 4°C en cámara húmeda con las 
combinaciones de anticuerpos primarios apropiadas, preparados en idéntica solución 
de bloqueo y diluidos de acuerdo a la Tabla 1. La solución del anticuerpo primario fue 
lavada dos veces durante 10 min y otras dos veces durante 5 min con PBS tibio. Para 
realizar la doble inmunomarcación, se utilizaron dos anticuerpos secundarios 
dirigidos contra distintas especies de anticuerpos primarios (ratón y conejo), 
marcados con distintos fluorocromos de acuerdo a la Tabla 2.  
Los cubreobjetos fueron incubados con la dilución de ambos anticuerpos 
secundarios durante 60 min en cámara húmeda y posteriormente lavados con PBS 
tibio (10, 10, 5 y 5 min). Finalmente, se realizó el montaje sobre portaobjetos con 10 μl 
de Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories) y los preparados se 
conservaron a 4°C hasta su visualización.  
Las muestras se examinaron con un microscopio de fluorescencia convencional 
Olympus IX81, con objetivos 20X LUCPlanFLN (AN 0,45 aire), o 40X UplanFLN (AN 
0,75 aire). Las imágenes fueron adquiridas con una cámara digital Olympus DP70, 
mediante el software de adquisición proporcionado por el fabricante. En los 
experimentos que implicaron el uso de microscopía confocal, los preparados se 
examinaron en el Servicio de Microscopía Confocal que brinda la Facultad de Ciencias 
Exactas, Físicas y Naturales, UBA. Este servicio cuenta con un microscopio confocal 
Olympus FV 300 (modelo BX61) equipado con Láser Argón 488 nm, Láser Helio-Neón 
verde 543 nm y Láser Helio-Neón rojo 633 nm. Las imágenes fueron obtenidas con un 
Akt-P Conejo 1:100 
Niveles endógenos de 
Akt fosforilada en 
Thr308 
Cell Signaling 
Technology 
Rac1 Ratón 1:100 
Niveles endógenos de la 
isoforma Rac1 
Cytoskeleton, Inc. 
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objetivo de inmersión de 60X AN 1.4 sin zoom. La adquisición de las imágenes fue 
realizada a través del software FluoView versión 3.3. La unidad de escaneo permitió 
realizar un seccionamiento óptico de los preparados. El espesor de cada sección fue de 
0,5 μm y las imágenes fueron tomadas desde la zona más basal de la monocapa 
(adyacente al cubreobjetos) hacia la zona más apical. Las diferentes imágenes 
obtenidas fueron procesadas para la obtención de reconstrucciones en el eje Z 
(perfiles xz), como así también reconstrucciones en 3 dimensiones (3D). Para dicho 
propósito, el conjunto de imágenes obtenidas de los preparados fue integrada a través 
del procesamiento computacional de las mismas empleando el programa RT-Resolver 
versión 4.0. Todas las imágenes fueron obtenidas con una cámara CCD y procesadas 
con el software Adobe Photoshop. Cuando fue necesario, se aplicaron filtros para 
suavizar las imágenes con el software Imágenes-Pro Plus versión 5.1.2 (Media 
Cybernetics, USA). 
 
 
 
 
 
 
Anticuerpo 
secundario 
Especie de 
obtención 
Dilución Origen 
Isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) 
anti-conejo 
Cabra 1:200 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc. 
FITC anti-cabra Conejo 1:200 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc. 
Isotiocianato de 
tetrametilrodamina 
(TRITC) anti-ratón 
Cabra 1:200 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc. 
TRITC anti-conejo Cabra 1:200 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc. 
TRITC-
estreptavidina 
- 1:400 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc. 
Alexa Fluor 488 
anti-ratón 
Cabra 1:200 
Molecular Probes, 
ThermoFisher Scientific 
FITC- BSL-I - 1:100 Vector Laboratories 
FITC- Faloidina - 1:1250 Sigma-Aldrich 
Hoechst 33258 - 1:1250 Sigma-Aldrich 
Tabla 2. Anticuerpos secundarios y otros reactivos empleados en las 
inmunofluorescencias 
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6. DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE Akt Y Akt FOSFORILADA POR 
ENSAYO DE WESTERN BLOT 
 
Para estudiar la fosforilación de Akt por Western blot, las células de TCd cultivadas 
durante 48 horas se trataron con 1 µM BK durante 5 min, en presencia o ausencia de 
HOE-140 o LY294002, en las concentraciones y tiempos de reacción antes 
mencionados. Las incubaciones se detuvieron con buffer TRIS frío sobre hielo para 
disminuir el daño celular, y las células fueron rápidamente cosechadas mediante 
raspado de la placa con rastrillo. Luego, fueron colectadas y con el fin de bloquear la 
actividad de las fosfatasas, las muestras se incubaron durante 30 minutos en una 
solución de buffer lisis “proteína cinasa” (PK-lysis buffer) [152], que contiene 50mM 
HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 50 mM de NaF, 
1% Tritón X-100, 10% Glicerol, y una mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma-
Aldrich). Para asegurar la completa disrupción de las células, las suspensiones se 
hicieron pasar 10-20 veces a través de una aguja de calibre 29G. Posteriormente, se 
analizaron las alícuotas de los lisados celulares totales para determinar el contenido 
de proteína por el método de Lowry [153]. Se emplearon 100 µg de proteína para Akt 
y Akt fosforilada. 
Los lisados totales se resolvieron por electroforesis en gel discontinuo de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), y posteriormente fueron 
transferidas a una membrana de PVDF. Los sitios inespecíficos fueron bloqueados 
mediante una solución TBS-T 5% leche descremada, y las membranas se incubaron 
durante la noche a 4°C con los anticuerpos indicados. En el caso de Akt y Akt 
fosforilada, se emplearon los anticuerpos anti-Akt y anti-(Thr308) Akt fosforilada (Cell 
Signaling Technology). El revelado se realizó por el método de avidina-biotina-
peroxidasa (Vector Laboratories) y Urea-3,3´diaminobencidina (Sigma-Aldrich). Para 
los controles de carga, las membranas fueron coloreadas con azul Coomassie (R-250, 
USB corporation). Las bandas obtenidas fueron escaneadas y cuantificadas por 
densitometría óptica con el software Gel Pro Analyzer versión 3.2. 
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7. VISUALIZACIÓN DEL EFECTO DE BRADIQUININA Y DE LOS INHIBIDORES 
FARMACOLÓGICOS EN TIEMPO REAL 
 
Para llevar a cabo los experimentos en tiempo real, se utilizaron células de TCd de 19 
a 24 horas de cultivo. Las células fueron incubadas en pocillos especiales que poseen 
fondo de vidrio de espesor 0,17 mm, según los protocolos anteriormente descriptos de 
acuerdo a los tratamientos de estudio hasta el momento de la visualización. Los 
pocillos fueron luego trasladados a la cámara de cultivo que mantiene las condiciones 
de humedad, temperatura 37°C y 5% CO2, montada sobre un microscopio invertido 
NIKON Eclipse Ti, equipado con óptica de contraste interdiferencial (microscopía DIC) 
y con fluorescencia. Se empleó un  objetivo de inmersión 60X, AN 1.40 (Plan Apo VC 
Nikon). Estos experimentos se realizaron en la Cátedra de Biología Celular y 
Molecular, Facultad de Farmacia y Bioquímica, UBA, que cuenta con este tipo de 
microscopio. Los experimentos en tiempo real en los cuales se utilizó óptica de 
contraste de fase, se realizaron en el IICSHUM con un microscopio de fluorescencia 
invertido Olympus IX81, que cuenta con este tipo de óptica, equipado con un objetivo 
40X PH LUCPlanFLN (AN 0.60, aire). Se seleccionó una colonia al azar, y las imágenes 
fueron capturadas cada 20 segundos durante 75 min totales cuando se empleó sólo 
BK, y 73 min totales en presencia del antagonista del RB2, HOE-140, o del inhibidor de 
PI3K, LY294002. Se utilizó el software NIS-Elemento F 4.0 y una cámara digital DS-
Qi1Mc de 1.3 megapíxeles (Nikon), o la cámara digital Olympus DP70 y el software de 
adquisición proporcionado por el fabricante. Se añadió BK (a una concentración final 
de 1 µM) al cultivo en el tiempo 34 minutos 20 segundos. Cuando los experimentos se 
realizaron en presencia de HOE-140 (100 nM), o de LY294002 (10 mM), las células se 
incubaron previamente durante 30 o 10 min respectivamente, antes de la estimulación 
con BK. Se analizó el comportamiento de las células en cultivo antes y después de la 
estimulación con BK. Después de la adquisición de imágenes, las películas se 
generaron utilizando el software libre Image J. Estos experimentos se llevaron a cabo 
por triplicado. 
 
8. CUANTIFICACIÓN DEL ÁREA DE LAS COLONIAS DE TCd EN CULTIVO 
 
Para cuantificar el área de la colonia de células de TCd (en µm2), se analizaron las 
imágenes de microscopía de contraste interdiferencial (DIC) y de contraste de fase de 
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los experimentos en tiempo real utilizando el software Image-Pro Plus versión 5.1.2. 
Se analizaron aleatoriamente las colonias de células de TCd seleccionadas para 
generar datos cuantitativos antes y después del tratamiento con BK, HOE-140, and 
LY294002. Las imágenes que se obtuvieron a partir de las células examinadas con el 
objetivo de inmersión 60X, AN 1.40 (Plan Apo VC Nikon), resultaron en una longitud 
de píxel de 0,1537 µm después de realizar la calibración espacial; mientras que los 
cultivos que fueron examinados con el objetivo 40X PH, AN 0.60 (LUCPlanFLN aire, 
Olympus), resultaron en una longitud de píxel de 0,3030 µm. Para calcular el área en 
μm2, se dibujó de forma manual el contorno de cada colonia en las imágenes DIC y de 
contaste de fase (área de interés), utilizando el puntero del programa. Se estableció un 
rango válido para la medición de la superficie con el comando de ajuste de rango del 
software, y se especificó un valor mínimo de 0,25 μm2. 
 
9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
Los resultados se expresaron como la media ± ES (error estándar). Los datos de los 
controles y los diferentes tratamientos fueron analizados a través del test de Student 
(T-test) de una muestra, con una media hipotética de 100. Se consideró un valor de p< 
0.05 como indicativo de diferencia significativa entre los valores de las muestras.  
 
10. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
El desarrollo de los objetivos específicos se abordó de acuerdo al diseño 
experimental detallado a continuación:  
 
10.1- CARACTERIZACIÓN DEL MODELO DE ESTUDIO EN CONDICIONES BASALES. 
 ANÁLISIS DE LAS PROPIEDADES RELACIONADAS CON EL GRADO DE DIFERENCIACIÓN 
DE LAS CÉLULAS DE TCd DE LA PAPILA RENAL DE RATAS NEONATAS 
Con el fin de estudiar el modelo experimental, se realizaron cultivos primarios de 
células de TCd de papila renal, mantenidas en el medio de cultivo comercial (condición 
basal, sin el agregado de BK) hasta alcanzar un 50-70% de confluencia. Se analizó la 
expresión de marcadores de células epiteliales (E-cadherina, α-catenina, 
citoqueratina), y de células mesenquimáticas (vimentina y α-SMA). Asimismo, se 
analizaron las características de glicosilación.  Para ello, se hizo uso de la propiedad 
Materiales y Métodos 
 
37 
 
que tiene la lectina DBA de unirse específicamente a glicoconjugados presentes en las 
células del BU/TC pero no en células mesenquimáticas, y de la lectina BSL-I, que se 
une específicamente a α-N-acetilgalactosamina- α D galactosa. El estudio del estado 
proliferativo de las células en cultivo se realizó mediante inmunomarcación con un 
anticuerpo anti-PCNA (Antígeno nuclear de células en proliferación). El desarrollo del 
cilio primario se evaluó por inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-
tubulina acetilada, molécula que está presente en este tipo de estructuras; y la 
expresión de acuaporina 2, mediante un anticuerpo específico para este marcador de 
células de túbulos colectores maduros. 
 
10.2- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA BRADIQUININA SOBRE LAS CÉLULAS DE TCd DE LA 
PAPILA RENAL DE RATAS NEONATAS, Y LAS CONSECUENCIAS MORFOLÓGICAS QUE SE 
PRODUCEN ANTE LA INHIBICIÓN DE SU RECEPTOR B2 
Para ello se utilizaron cultivos primarios estimulados con BK durante distintos 
tiempos, en ausencia y en presencia de un antagonista específico del receptor de BK de 
tipo B2 (HOE-140). Se analizaron las características fenotípicas de las células en el 
cultivo (forma y grado de asociación de las células), la expresión y distribución de 
marcadores de células epiteliales, y de células mesenquimáticas. También se analizó el 
citoesqueleto de actina para detectar la presencia de estructuras migratorias. 
 
10.3- ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA BRADIQUININA SOBRE LAS CÉLULAS DE TCd EN 
TIEMPO REAL, EN PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE DISTINTOS INHIBIDORES 
Con el fin de evaluar el comportamiento de las células de TCd en tiempo real, se 
utilizaron cultivos primarios con un bajo grado de confluencia, y se registró el 
comportamiento de las células durante 34 min en ausencia, y 41 min en presencia de 
BK; es decir, durante un periodo continuo de 75 min captando imágenes cada 20 
segundos, para posteriormente generar una película del proceso observado. De la 
misma manera, se repitió el experimento en presencia del antagonista selectivo del 
receptor B2 de BK, HOE-140, y en presencia del inhibidor de PI3K, LY294002, durante 
un periodo continuo de 73 min de captura. 
 
10.4- ANÁLISIS DE LA PARTICIPACIÓN DE LA VÍA DE PI3K/Akt/Rac1/PTEN EN LOS 
FENÓMENOS INDUCIDOS POR BRADIQUININA SOBRE LAS CÉLULAS DE TCd 
Se realizaron cultivos primarios de células de TCd de ratas neonatas y se estimularon 
con BK en ausencia o en presencia de un inhibidor específico de PI3K, LY294002. Se 
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analizó el comportamiento de las células en cuanto al grado de asociación y formación 
de estructuras migratorias mediante inmunofluorescencia del citoesqueleto de actina. 
Para comprobar si la BK induce la activación de PI3K, se analizó la presencia de Akt 
fosforilada en la membrana de las células de la colonia mediante Western blot. 
Además, se analizó la expresión y distribución de PTEN, PI3K, Akt, Rac1, PIP3 y PIP2 
en las células de la colonia estimuladas con BK en dos condiciones experimentales: 1) 
en presencia del antagonista del receptor B2 de BK, y 2) en presencia del inhibidor de 
PI3K. 
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RESULTADOS 
 
1. CARACTERIZACIÓN DEL MODELO DE ESTUDIO 
 
El primer capítulo de esta tesis doctoral se centra en la caracterización del modelo de 
estudio. Para ello se realizaron cultivos primarios de células de túbulos colectores en 
desarrollo (TCd) aislados de la papila renal de ratas neonatas, de acuerdo a una 
adaptación del protocolo inicialmente descripto por Stokes [151].  
 
1.1- Aislamiento y características de las células de TCd en el cultivo primario  
Una vez extraídas las papilas, se realizó una digestión enzimática cuyo resultado se 
evaluó mediante observación microscópica. Como se observa en la figura 10A, el 
resultado de la digestión enzimática consiste en estructuras tubulares que 
corresponden al TCd, restos de tejidos y células aisladas. Posteriormente, y con el fin 
de eliminar las células aisladas, se realizó una purificación de las estructuras tubulares 
mediante sucesivas centrifugaciones a muy baja velocidad de dos minutos. En estas 
condiciones, solo sedimentan fragmentos de túbulos (Figura 10B y C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Aislamiento de células de TCd de la 
papila renal de ratas de 10 días de edad. 
Imágenes de microscopía de contraste de fase 
que muestran el producto de la digestión 
enzimática de la papila renal (A). En (B) y (C) se 
muestran fragmentos de TCd luego de la 
purificación por centrifugación a baja velocidad. 
Escalas y aumentos: 500 µm, 100X con zoom 1.6X 
(A); 200 µm, 400X (B y C).  
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Se evaluó el crecimiento de las células de TCd a las 24 y a las 48 horas de incubación. 
El comportamiento de las células de TCd depende de las condiciones de cultivo, esto 
es, la cantidad inicial de células sembradas y el tiempo total de incubación. Es 
importante destacar el alto grado de heterogeneidad que presentan las colonias en el 
cultivo primario, hecho que se refleja por la diferencia en el tamaño de las mismas, y 
en el grado de asociación de las células. En la figura 11 se muestran campos 
representativos de cultivos primarios de células de TCd de 48 horas de crecimiento de 
diferentes experimentos, marcadas con faloidina fluorescente para ver el citoesqueleto 
de actina, y de esta forma evaluar la morfología de las colonias. En la figura 11A se 
observan colonias formadas por un número variable de células, y en 11B una lámina 
de células. En ambos casos, el grado de asociación entre ellas es alto. Contrariamente, 
en la figura 11C se observa que el grado de asociación entre las células es menor. 
También se observan células de morfología alargada que no forman parte de las 
colonias (Figura 11A-C, y flechas en D). Más adelante se describirán las características 
y el origen de las mismas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Características de las colonias de células de TCd en el cultivo primario. Marcaciones 
realizadas con faloidina–FITC para visualizar la morfología de las colonias mediante la coloración en 
verde de los filamentos de actina. Las imágenes mostradas en (A-C) representan campos de cultivos 
primarios de células de TCd de 48 hs de diferentes experimentos. En (D), las flechas señalan células que 
no forman parte de la colonia. Escalas y aumentos: 500 µm, 100X (A); 200 µm, 400X (B y C). 
Resultados 
 
41 
 
Las células de TCd de ratas neonatas en el cultivo poseen una gran tendencia a 
asociarse, y exhiben las características típicas de una colonia de células migratoria. En 
la Figura 12 se muestra una imagen de microscopia de fluorescencia de una colonia 
representativa. El uso de faloidina como marcador de F-actina permite visualizar el 
córtex de actina que envuelve a las células, y la presencia de lamelipodios en las 
células del borde (Figura 12A, flechas). En el interior de la colonia se visualiza una 
distribución polarizada de actina (verde) y de vinculina (rojo). Este hallazgo llevó a 
plantear la hipótesis de que la acumulación de actina y de vinculina en algunas células 
del borde estaría indicando la dirección de migración de la colonia (Figura 12A-C, 
flecha de bloque). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura 13 se muestra una imagen de microscopía confocal de una colonia de 
reciente formación, donde puede apreciarse el menor grado de asociación entre las 
células. En estas condiciones, las células forman colonias con bordes irregulares. En 
general las células presentan formas variadas, y se observan filamentos de actina 
formando el córtex de cada célula (Figura 13A), y lamelipodios en algunas células del 
borde (Figura 13A, flechas). En una ampliación de la zona recuadrada se identifican 
filopodios entre las células, los que constituyen estructuras de reconocimiento celular 
como primer paso en la formación de las uniones célula-célula (Figura 13C, flechas). La 
marcación con un anticuerpo anti-vinculina permite visualizar una gran cantidad de 
contactos focales (CF), a través de los cuales las células se mantienen adheridas a la 
matriz extracelular (Figura 13B, flechas). En una ampliación de la zona recuadrada se 
observan que los CF se localizan en los extremos de los filamentos de actina que 
forman parte de las fibras de estrés (Figura 13D, flechas). La gran cantidad de 
Figura 12. Distribución polarizada de actina y de vinculina Inmunofluorescencia realizada con doble 
marcación: en verde se reveló la distribución de actina (faloidina, A) y en rojo, vinculina (B). A la derecha 
se muestra la superposición de ambas imágenes (C).  Las flechas señalan lamelipodios, y la flecha de 
bloque la dirección de migración de la colonia. Escala y aumento: 20 µm, 600X. 
Actina Vinculina Superposición 
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filopodios entre las células constituyen el primer paso para el establecimiento de 
estructuras de unión con sus células vecinas, lo que denota la gran tendencia que 
poseen las células de TCd a unirse y formar colonias. La presencia de lamelipodios 
estaría indicando las características migratorias intrínsecas que también poseen las 
células del borde de la colonia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura 14 se observan colonias de células de TCd marcadas con faloidina, que 
presentan un mayor grado de compactación. La presencia del cinturón circunferencial 
Figura 13. Distribución del citoesqueleto de actina y de los contactos focales en una colonia de 
células de TCd con bajo grado de compactación. Inmunofluorescencia realizada con doble marcación: en 
verde se reveló la distribución de los filamentos de actina (faloidina) y en rojo, vinculina. En (C) y (D) se 
muestran las ampliaciones de las zonas recuadradas en (A) y (B), respectivamente. En (D) se muestra  la 
ampliación de una zona de la superposición de ambas imágenes. Las flechas en (A) señalan lamelipodios, en 
(B) y (D) contactos focales inmunomarcados con vinculina, y en (C) filopodios. Nótese la gran tendencia que 
poseen las células de unirse entre sí para formar colonias. Imágenes de microscopía confocal. Escala y 
aumento: 20 µm, 600X. 
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de actina en los bordes refleja la presencia de estructuras de adhesión célula-célula, y 
si bien es posible identificar lamelipodios en la periferia, no es posible definir la 
dirección de migración puesto que las células los emiten en todos los sentidos (Figura 
14A y B, flechas). También se observa la presencia de fibras de estrés en las células 
más internas de la colonia (Figura 14A y B, puntas de flecha).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las células de TCd en cultivo conservan su tendencia a asociarse, como lo hacen las 
células de estirpe epitelial en el tejido intacto para formar túbulos, hecho que se pone 
en evidencia en el cultivo por la formación de colonias. 
El primer paso en la formación de estructuras intercelulares, como lo son las uniones 
adherentes (UA), es la formación de filopodios, tal como se observa en la figura 12C, y 
posteriormente se establecen interacciones de tipo homofílicas entre E-cadherinas de 
células adyacentes [31]. En este proceso, la vinculina se une a α-catenina provocando 
su activación y posterior unión a los filamentos de actina, los que forman la red 
cortical o cinturón circunferencial debajo de la membrana plasmática, tal como se 
observa en la figura 14A y B. A continuación se analizó la expresión de E-cadherina, 
conjuntamente con vinculina en las células de TCd en cultivo. En la figura 15 se 
observa una colonia de células de TCd donde se pueden distinguir claramente dos 
zonas: una, donde E-cadherina marca el contorno celular, y otra, en donde no lo hace 
(Figura 15A). Las células que poseen los bordes delimitados por E-cadherina se 
agrupan ocupando zonas bien definidas dentro de una misma colonia, y muestran una 
relación núcleo/citoplasma mayor que las que no presentan E-cadherina en sus 
bordes. Puesto que la E-cadherina es considerada un biomarcador de células 
Figura 14. Colonia de células de TCd con alto grado de compactación. Distribución del citoesqueleto 
de actina. Marcación realizada con faloidina-FITC  que muestra la distribución de los filamentos de actina. 
Las flechas indican lamelipodios, y las puntas de flechas, fibras de estrés. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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epiteliales, es evidente que en las colonias coexisten dos poblaciones celulares que 
difieren en el grado de maduración o diferenciación, siendo las que expresan E-
cadherina en sus bordes, células más maduras, de mayor antigüedad y por ende de 
mayor tamaño, y con un grado de asociación entre ellas mayor (Figura 15C, y D 
ampliación). También se observan CF inmunomarcados con vinculina, principalmente 
en las células que no poseen E-cadherina en sus bordes, que operan como estructuras 
fijadoras de las células a la matriz extracelular (Figura 15C y E ampliación, flechas).  
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) Figura 15. Distribución de E-cadherina y de 
vinculina en los cultivos primarios de células 
de TCd. Inmunofluorescencia realizada con doble 
marcación: en verde se reveló la distribución de E-
cadherina (A) y en rojo, de vinculina (A). Los 
núcleos se observan coloreados en azul, con 
Hoechst (A-E). En C se muestra la superposición de 
ambas imágenes. En D y E se muestran 
ampliaciones de la imagen de superposición C, 
donde se observa la localización de E-cadherina en 
los bordes celulares (D), y células que no 
presentan E-cadherina en los bordes y exhiben 
gran cantidad de contactos focales (E, flechas). 
Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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1.2- Perfil de glicoconjugados y expresión de biomarcadores epiteliales y 
mesenquimáticos  
La adquisición o pérdida secuencial de glicoconjugados puede considerarse como un 
marcador del estado de diferenciación celular durante el desarrollo. Con el fin de 
evaluar el perfil de glicoconjugados en el cultivo primario, las células de TCd fueron 
marcadas con las lectinas DBA y BSL-I. Como se mencionó en la introducción, la lectina 
DBA se une a un glicoconjugado que se halla presente en células del BU y sus 
derivados, pero no en células mesenquimáticas. La lectina BSL-I, en el riñón adulto, 
reacciona exclusivamente con fibroblastos y células endoteliales en el tejido intacto, 
pero no lo hace con las células epiteliales de los túbulos renales. En la figura 16A se 
observa que en una misma colonia coexisten células DBA positivas (DBA+) y DBA 
negativas (DBA-), y que además se agrupan en zonas bien definidas. Las células DBA+ 
poseen los bordes delimitados por E-cadherina (Figura 16D-F), y por α-catenina 
(Figura 16G-I), lo que refleja la presencia de UA entre las células. Contrariamente, las 
células DBA- no expresan E-cadherina o lo hacen con baja intensidad (Figura 16E, 
flechas). En las zonas ocupadas por células DBA+, vinculina forma parte de los CF y de 
las UA, en contraposición con las zonas DBA-, donde se localiza solo en los CF (Figura 
16J-L, flechas e insertos). Las células DBA+ poseen una red bien desarrollada de 
filamentos intermedios marcados con citoqueratina 7 (CK7) (Figura 16M-Ñ), pero no 
con vimentina (Figura 16O-Q). Sin embargo, es posible identificar algunas células DBA- 
que expresan vimentina (Figura 16O-Q, flecha en Q, inserto), aunque son 
relativamente pocas las que expresan este marcador y que forman parte de la colonia.  
Es importante destacar que, dentro de una misma colonia, se observan células DBA+ 
y BSL-I+ con distinto grado de intensidad (Figura 17A y B). Las células más 
fuertemente marcadas con DBA presentan un mayor grado de asociación (Figura 17D, 
ampliación de la zona de interés de 17C), y las de menor intensidad, menor grado de 
asociación (Figura 17E, ampliación de la zona de interés de 17C), y además exhiben 
positividad para la lectina BSL-I (Figura 17E y F, flechas, ampliaciones de las zonas de 
interés de 17C). La intensidad de marcación con BSL-I también es variable, y en 
términos generales se observa que la intensidad para BSL-I disminuye a medida que 
las células  adquieren los glicoconjugados a los cuales se une la lectina DBA (Figura 
17E y F). Contrariamente, las que presentan gran  intensidad de marcación para BSL-I, 
son DBA- (Figura 17G, ampliación de la zona de interés de 17C).  
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DBA DBA-Hoechst 
E-cadherina-Hoechst DBA-Hoechst Superposición 
α-catenina-Hoechst DBA-Hoechst Superposición 
Vinculina-Hoechst DBA-Hoechst 
Superposición 
Superposición 
CK7-Hoechst DBA-Hoechst Superposición 
Vimentina-Hoechst DBA-Hoechst 
Contraste de fase 
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Figura 16. Expresión de glicoconjugados y de marcadores epiteliales y mesenquimáticos en cultivos primarios 
de células de TCd. (A) Imagen de contraste de fase de un cultivo de celulas de TCd. (B) Células marcadas con la lectina 
DBA (rojo). En C se muestra la imagen de superposición de DBA y los núcleos coloreados con Hoechst (azul). 
Inmunofluorescencias realizadas con doble marcación, utilizando un anticuerpo dirigido contra E-cadherina (D, 
verde), α-catenina (G, verde), vinculina (J, verde), citoqueratina (M, verde), vimentina (O, verde), y la lectina DBA 
(rojo). Los núcleos fueron coloreados con Hoechst (azul). En F, I, L, Ñ y Q se muestran las superposiciones de las 
imágenes correspondientes. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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Figura 17. Análisis del perfil de expresión de 
glicoconjugados mediante la unión de las 
lectinas DBA Y BSL-I en cultivos primarios de 
células de TCd. Células marcadas 
simultáneamente con las lectinas DBA (A, rojo) y 
BSL-I (B, verde), y los núcleos coloreados con 
Hoechst (azul). En C se muestra la imagen que 
resulta de la superposición de A y B. En D, E, F y G 
se muestran ampliaciones de las zonas de interés 
de la imagen C Las flechas en E y F señalan células 
con distinto grado de positividad para ambas 
lectinas. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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DBA 
Figura 18. Perfil de expresión de la lectina BSL-I y de marcadores epiteliales y mesenquimáticos en 
cultivos primarios de células de TCd. Inmunofluorescencias realizadas con doble marcación. Los 
núcleos fueron coloreados con Hoechst (azul). (A) E-cadherina (verde), (D) α-catenina (verde), (G) 
citoqueratina (verde), (J) vimentina (verde), (M) vinculina (verde). (B, E, H, K, y N) muestran la marcación 
para la lectina BSL-I (rojo) y los núcleos coloreados con Hoechst (azul). (C, F, I, L, y Ñ) se muestran las 
superposiciones de las imágenes correspondientes. Escala y aumento: 200 µm, 400X.  
E-cadherina-Hoechst BSL-I -Hoechst Superposición 
α-catenina-Hoechst BSL-I -Hoechst Superposición 
CK7-Hoechst BSL-I -Hoechst Superposición 
Vimentina-Hoechst BSL-I -Hoechst Superposición 
Vinculina-Hoechst BSL-I -Hoechst Superposición 
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Con el objeto de analizar con mayor profundidad las características de las células de 
la colonia con marcación positiva o negativa para la lectinas BSL-I, se realizaron 
estudios de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos contra las mismas 
proteínas analizadas sobre las células DBA+/-, descriptas en la figura 16. Las células 
Figura 19. Análisis de la expresión de α-SMA y de los glicoconjugados que unen las lectinas DBA Y 
BSL-I en cultivos primarios de células de TCd. Células marcadas con DBA (A, C, E; rojo) y BSL-I (B, D, F; 
rojo), junto a α-SMA (C-F, verde). Los núcleos fueron coloreados con Hoechst (azul). En E y F se muestran 
las imágenes de superposición de A y C, y B y D respectivamente. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
B
SL
-I - H
o
ech
st 
D
B
A
 -
 H
o
ec
h
st
 
Su
p
er
p
o
si
ci
ó
n
 Su
p
erp
o
sició
n
  
α
-SM
A
 - H
o
ech
st α
-S
M
A
 -
 H
o
ec
h
st
 
Resultados 
 
50 
 
cuyos bordes se hallan delimitados por E-cadherina (Figura 18A-C), o por α-catenina 
(Figura 18D-F) son en su gran mayoría BSL-I-, y solo muy pocas exhiben marca para la 
lectina con intensidad variable (Figura 18C y 18F, flechas). Las células que poseen 
filamentos intermedios de CK7 bien desarrollados son en general BSL-I-, aunque se 
observan células marcadas con la lectina que expresan CK7, pero con menor 
intensidad (Figura 18G-I, flechas). En términos generales, las células de la colonia que 
expresan vimentina, no se marcan con la lectina BSL-I (Figura 18J-L, flecha marcando 
célula BSL-I+ integrada en la colonia). 
Una característica que se destaca es la ubicación de las células BSL-I+ con respecto al 
resto de las células que forman parte de la colonia, y es que generalmente se localizan 
en las zonas más periféricas, como se observa en la figura 18N-Ñ (flechas). También 
puede apreciarse esta ubicación en las figuras 18C, I y L.  
Como se mencionó en la introducción, además de vimentina, la expresión de α-actina 
de músculo liso (α-SMA) también se utiliza como marcador de células 
mesenquimáticas. En la figura 19 se observa que la marcación para α-SMA 
corresponde a células que se ubican por fuera de la colonia de células de TCd, 
presentan una morfología irregular y protrusiones lamelipodiales que indican las 
características migratorias de estas células (Figura 19C-F). La co-marcación con las 
lectinas muestra que las células DBA+ no expresan α-SMA, lo que refleja su fenotipo 
epitelial (Figura 19A y E). Por el contrario, si bien dentro de la colonia se observa 
positividad para BSL-I, principalmente en las células del borde, éstas no expresan α-
SMA, mientras que sí lo hacen aquellas BSL-I+ que se ubican superpuestas o 
adyacentes a la colonia (Figura 19B y F). 
Con el fin de determinar la relación entre el estado de proliferación de las células y la 
expresión de glicoconjugados, se analizó la expresión de PCNA, junto a las lectinas DBA 
y BSL-I (Figura 20). Se observó que a medida que las células unen con más intensidad 
DBA, menor es la señal de fluorescencia para PCNA (Figura 20A, C y E, flechas); 
mientras que ocurre lo contrario con aquellas que expresan los glicoconjugados que 
unen a BSL-I, en donde la intensidad de marcación para PCNA es mayor. Es de destacar 
que las células BSL-I+/PCNA+ se localizan principalmente en el borde de la colonia 
(Figura 20B, D y F, flechas). 
A medida que las células de TCd se diferencian, adquieren el fenotipo que las 
caracteriza, como ser la expresión de acuaporina 2 (AQP2), y la formación del cilio 
primario. Como se mencionó en la introducción, la AQP2 y la presencia del cilio 
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primario son marcadores distintivos de las células principales, el tipo celular exclusivo 
de los túbulos colectores maduros de la papila renal [143, 146]. En la figura 21 se 
observa que a medida que las células expresan mayor cantidad de glicoconjugados que 
unen la lectina DBA, hecho que se refleja por la mayor intensidad de fluorescencia, 
también mayor es la marcación para AQP2 (Figura 21A, C y E, flechas). Por el 
contrario, la señal de fluorescencia para AQP2 está prácticamente ausente en las 
células BSL-I+, mientras que aquellas que muestran leve positividad para BSL-I,  son 
débilmente positivas para AQP2 (Figura 21B, D y F, flechas). 
En la figura 22 se muestran los resultados de inmunofluorescencia entre las lectinas 
DBA y BSL-I, junto con tubulina acetilada. Como puede observarse en la figura 22, 
además de formar parte de la red de microtúbulos intracelular, la tubulina acetilada 
indica la presencia del cilio primario, el cual se observa como puntos o pequeñas 
rayitas color verde en el centro de las células. Las mayoría de las células positivas para 
DBA presentan cilios alargados en su plano apical (Figura 22A, C y E, flechas), mientras 
que estas estructuras están ausentes o se visualizan como puntos en las células que 
están adquiriendo los glicoconjugados que unen a DBA, es decir, que presentan menor 
intensidad de marcación (Figura 22E, y G, punta de flechas). A su vez, las células BSL-
I+ no muestran desarrollo del cilio (Figura 22B, D y F, flechas), y se observa una leve 
positividad para tubulina acetilada en las células que expresan menor cantidad de 
glicoconjugados que unen BSL-I, aunque es de destacar que los cilios son de menor 
tamaño y en general, se observan como puntos centrales (Figura 22F, y H, punta de 
flechas). 
 
En la Tabla 3 se resumen las características fenotípicas de las células de TCd en el 
cultivo primario. 
 
Tabla 3: Características fenotípicas de las células de TCd en el cultivo primario 
Células 
Marcador 
DBA positivas DBA negativas BSL-I positivas BSL-I negativas 
E-Cadherina + - + / - + 
α-Catenina + - + / - + 
Vinculina + + + + 
CK7 + - +/- + 
Vimentina - +/- - +/- 
α-SMA - + +/- + 
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CK7: citoqueratina 7, α-SMA: α-actina de músculo liso, AQP2: acuaporina 2 
 
Además de las células descriptas, existe otro tipo celular de morfología alargada o 
ahusada, y que generalmente se encuentra adyacente o superpuesto pero no formando 
parte de las colonias (Figura 16M y O, flechas). Fenotípicamente, estas células son 
DBA- BSL-I+ (Figura 16Q y 18C, I), no expresan E-cadherina (Figura 18C), pero sí 
vinculina (Figura 18M) y vimentina (Figura 16O, Q), esta última con gran intensidad. 
Expresan CK7 en forma residual (citosólica) (Figura 16Ñ), es decir no forma una red 
de filamentos como lo hace en las células epiteliales de TCd,  y muestran positividad 
para α-SMA (Figura 19C, D). En la Tabla 4 se resumen las características fenotípicas de 
estas células. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AQP2 + - - +/- 
Cilio primario + +/- - +/- 
Marcador Resultado 
DBA - 
BSL-I + 
E-Cadherina - 
Vinculina + 
CK7 + (*) 
Vimentina + 
α-SMA + 
Tabla 4: Características fenotípicas de las células que se hallan presentes en el cultivo 
primario pero que no forman parte de las colonias de células epiteliales de TCd. 
 
CK7: citoqueratina 7, (*) en forma residual (citosólica); α-SMA: α-actina de músculo liso 
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Figura 20. Análisis del estado proliferativo y la expresión de los glicoconjugados que unen las 
lectinas DBA Y BSL-I en cultivos primarios de células de TCd. Células marcadas con DBA (A y E; rojo) 
y BSL-I (B y F; rojo), junto con PCNA (C y D, verde). Los núcleos fueron coloreados con Hoechst (E y F, 
azul).  En (A, C, E) las flechas señalan células de TCd con intensa fluorescencia para DBA, y ausencia de 
expresión de PCNA, mientras que en (B, D, F) señalan células BSL+ que  presentan positividad para PCNA. 
Obsérvese la ubicación periférica de estas últimas. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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Figura 21. Análisis de la expresión de acuaporina 2 (AQP2)  y de los glicoconjugados que unen las 
lectinas DBA Y BSL-I en cultivos primarios de células de TCd. Células marcadas con DBA (A; rojo) y 
BSL-I (B; rojo), junto con AQP2 (C y D, verde). Los núcleos fueron coloreados con Hoechst (E y F, azul). En 
(A, C, E) las flechas señalan células DBA+ que muestran marcación perinuclear para AQP2, mientras que 
en (B, D, F) señalan células BSL-I+ de baja intensidad que expresan AQP2 de forma difusa en el citosol 
Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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Con el objeto de analizar en mayor profundidad como se distribuyen las células 
DBA+/- y BSL-I+/-, se realizaron reconstrucciones tridimensionales (3D) de cortes 
ópticos de la monocapa, y superposiciones de todos los planos focales para obtener 
imágenes xz de las células (“perfil xz”). Para ello, los preparados se analizaron por 
microscopía confocal, lo que permitió realizar el seccionamiento óptico de las 
muestras con el fin de obtener imágenes de los distintos planos focales de la 
monocapa. El procedimiento consistió en realizar secciones cada 0,5 μm desde el 
plano más basal hacia el más apical del preparado (Figura 23). Los resultados se 
exponen en paneles en los cuales las imágenes están identificadas con números, donde 
la imagen 1 corresponde a la sección más basal con fluorescencia positiva, y la imagen 
15 corresponde al plano focal más apical con fluorescencia positiva. Dado que el 
número de planos focales depende del campo analizado, en los paneles solo se 
incluyen los planos focales más representativos. Las reconstrucciones 3D se muestran 
desde cuatro ángulos distintos (costado arriba, costado abajo, arriba y abajo).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Esquema del seccionamiento óptico obtenido por microscopía confocal. Se muestra un 
esquema del resultado del seccionamiento óptico de una célula epitelial. En los experimentos de la 
presente tesis el seccionamiento se obtuvo mediante microscopía confocal, realizando cortes ópticos 
cada 0,5 µm desde la zona más basal hacia la más apical. Adaptado de Rodriguez-Boulan 2005, 
“Organization of vesicular trafficking in epithelia”. 
 
Figura 22. Análisis de la presencia del cilio primario en las células que unen las lectinas DBA Y BSL-I en 
cultivos primarios de TCd. Células marcadas con DBA (A y E; rojo) y BSL-I (B y F; rojo). Se empleó un anticuerpo 
anti-tubulina acetilada para marcar el cilio primario de la superficie apical de las células (C-D, G-H; verde). Los 
núcleos fueron coloreados con Hoechst (azul). Se muestran imágenes correspondientes al plano medio (A-D), y 
plano apical de las monocapas en cultivo (E-H). En (A, C, E) las flechas señalan células DBA+ que muestran un cilio 
primario central y alargado, mientras que en (B, D, F) señalan células BSL+ que carecen de esta estructura. Las 
puntas de flecha señalan la presencia de cilios cortos visualizados como puntos centrales. Escala y aumento: 200 
µm, 400X. 
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Por ser vinculina una proteína que se expresa en todas las células, en primer lugar se 
realizaron marcaciones dobles utilizando un anticuerpo dirigido contra vinculina en 
combinación con cada una de las lectinas (Figuras 24 a 29), y luego marcaciones 
dobles con ambas lectinas (Figuras 30 y 31). En las figuras 24 y 26, se muestran los 
paneles correspondientes a los seccionamientos ópticos obtenidos de un grupo de 
células representativo de la monocapa, marcada con un anticuerpo dirigido contra 
vinculina (en verde) y con la lectina DBA (Figura 24) o BSL-I (Figura 26) (en rojo). En 
las imágenes correspondientes a los planos más basales de ambas figuras puede 
observarse la presencia de contactos focales inmunomarcados con vinculina, y en los 
planos más apicales, mayor acumulación de la marca correspondientes a las lectina 
DBA (Figura 24) y BSL-I (Figura 26). En algunas células DBA+, la señal fluorescente se 
ve en toda la célula y en otras, solo en la región perinuclear (Figura 24-6, flechas). Con 
respecto a las células BSL-I+, el patrón de marcación es más heterogéneo, pudiéndose 
encontrar señal fluorescente en toda la célula, en el borde, y/o en la región perinuclear 
(Figura 26-6, flechas) También hay células que forman parte de la colonia que no 
presentan señal fluorescente para las lectinas.  
En las figuras 25 y 27 se muestras las reconstrucciones 3D realizadas a partir de los 
seccionamientos ópticos mostrados en las figuras 24 y 26, respectivamente. En la 
figura 25, se muestra que las células DBA+ se asocian y ocupan zonas determinadas de 
la colonia. En las imágenes de reconstrucción 3D costado arriba (A) y abajo (D), y en 
los perfiles xz (vista lateral), puede observarse que el glicoconjugado que une la 
lectina DBA se acumula principalmente en la membrana apical, y en las células más 
bajas llega hasta la membrana basal. En la figura 27A y C (vista desde arriba), y en los 
perfiles xz, se observan algunas células BSL-I+ que parecen estar formando parte de la 
colonia (a una misma altura se observa alternancia de la señal roja, correspondiente a 
la lectina, y verde, correspondiente a vinculina), pero a diferencia de las células DBA+, 
se ubican de forma aislada. Las imágenes de reconstrucción 3D permitieron poner en 
evidencia la gran cantidad de células BSL-I+ con morfología alargada de tipo 
Figura 24. Seccionamiento óptico de las células de TCd en el cultivo primario. Inmunofluorescencias 
realizadas con doble marcación: en verde se reveló la distribución de vinculina y en rojo la lectina DBA. Se 
muestran las imágenes obtenidas por la superposición de ambos colores. El panel muestra la distribución de 
la marca de ambos colores para cada uno de los planos obtenidos mediante el seccionamiento óptico, 
realizado cada 0,5μm, comenzando desde el plano más basal positivo (plano 1) hacia el más apical con 
fluorescencia positiva (plano 15). Las imágenes corresponden a un grupo de células representativas. Escala 
y aumento: 20 µm, 600X. 
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fibroblastoide que se localizan por debajo de la lámina de células epiteliales de TCd. 
Esto se observa claramente en las vistas de costado arriba (A), costado abajo (B) y 
abajo (D), y en los perfiles xz de la figura 27. Estas células también se pueden divisar 
(rojo) entre los espacios que dejan aquellas inmunomarcadas con vinculina (verde) en 
las imágenes vistas desde arriba (Figura 27A y C). Asimismo, se observan células BSL-
I+ que se ubican de forma adyacente haciendo contacto con las células del borde de la 
colonia a través de prolongaciones (Figura 27C).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía confocal. Se realizaron marcaciones 
dobles con la lectina DBA (rojo) y un anticuerpo anti vinculina (verde). Reconstrucciones 3D visualizadas 
desde cuatro ángulos distintos para una mejor apreciación de los marcadores en los diferentes sectores de 
las células: (A) costado arriba, (B) costado abajo, (C) arriba, y (D) abajo. Perfil xz: se muestran cuatro 
secciones representativas, donde es posible observar la distribución de los glicoconjugados que unen 
DBA. Aumento: 600X. 
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Figura 26. Seccionamiento óptico de las células de TCd en el cultivo primario. Inmunofluorescencias 
realizadas con doble marcación: en verde se reveló la distribución de vinculina y en rojo la lectina BSL-I. Se 
muestran las imágenes obtenidas por la superposición de ambos colores. El seccionamiento óptico fue 
realizado como se explica en la leyenda de la Figura 19. Las imágenes corresponden a un grupo de células 
representativas. Escala y aumento: 20 µm, 600X. 
Figura 27. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía confocal. Se realizaron marcaciones 
dobles con la lectinas BSL-I (rojo) y un anticuerpo anti-vinculina (verde). Reconstrucciones 3D visualizadas 
desde cuatro ángulos distintos para una mejor apreciación de los marcadores en los diferentes sectores de 
las células: (A) costado arriba, (B) costado abajo, (C) arriba, y  (D) abajo. Perfil xz: se muestran cuatro 
secciones representativas, donde es posible observar la distribución de los glicoconjugados que unen BSL-I. 
Aumento: 600X. 
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Considerando que los glicoconjugados se localizan en la superficie apical de las 
células, la distribución de los glicoconjugados a los cuales se asocian las lectinas DBA y 
BSL-I no es la típica de las células diferenciadas, puesto que la marca fluorescente está 
presente desde el corte más basal, aunque es de mayor intensidad en los planos más  
apicales. 
Teniendo en cuenta la gran heterogeneidad que presentan los cultivos primarios de 
células de TCd en cuanto al tamaño de las colonias y al grado de asociación de las 
células, se realizaron reconstrucciones 3D con imágenes de seccionamientos ópticos 
de distintos campos de un mismo preparado. En el panel de la figura 28 se muestran 
planos focales representativos de un segundo campo correspondiente al mismo 
preparado analizado en las figuras 26 y 27, marcado con la lectina BSL-I y un 
anticuerpo dirigido contra vinculina. Abajo a la izquierda, puede verse en el borde de 
la colonia una línea de células BSL-I+ que están integradas al resto de las células, y 
algunas exhiben estructuras compatibles con lamelipodios (Figura 28-4, flechas de  
bloque). En la figura 28-5, arriba a la derecha, se observan células BSL-I+ de forma 
variable pero totalmente integradas con el resto de las células de la colonia 
(asteriscos). Asimismo, en las secciones ópticas más cercanas al plano basal se aprecia 
claramente que algunas células BSL-I+ establecen puentes o conexiones con las células 
vecinas lo que refleja que efectivamente estas células se integran y forman parte de las 
láminas epiteliales de TCd (Figura 28-4, puntas de flechas). Las células BSL-I+ que no 
forman parte de la colonia, tal como se describió en la figura 27, presentan morfología 
fibroblastoide con prolongaciones, contactos focales inmunomarcados con vinculina, 
algunas establecen contacto con las células del borde y otras se ubican muy próximas 
pero sin hacer contacto entre ellas (Figura 28-2 a 5, flechas).  
En las reconstrucciones 3D que se muestran en la figura 29A-D puede observarse que 
tanto las células BSL-I+ localizadas en el borde de la colonia como las que se ubican 
más internamente, ocupan todo el espesor de la monocapa, lo que refleja su 
integración con el resto de las células. Similar conclusión se desprende del análisis del 
perfil xz (vista lateral), donde se observa a una misma altura alternancia de la señal 
roja, correspondiente a la lectina, y verde, correspondiente a vinculina. 
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Figura 28. Seccionamiento óptico de las células de TCd en el cultivo primario. Inmunofluorescencias 
realizadas con doble marcación: en verde se reveló la distribución de vinculina y en rojo la lectina BSL-I. Se 
muestran las imágenes obtenidas por la superposición de ambos colores. El seccionamiento óptico fue 
realizado como se explica en la leyenda de la Figura 19. Las imágenes corresponden a un grupo de células 
representativas de un segundo campo, perteneciente al mismo experimento analizado en las figuras 26 y 27. 
Escala y aumento: 20 µm, 600X. 
Figura 29. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía confocal. Se realizaron marcaciones 
dobles con la lectinas BSL-I (rojo) y un anticuerpo anti vinculina (verde). Reconstrucciones 3D visualizadas 
desde cuatro ángulos distintos para una mejor apreciación de los marcadores en los diferentes sectores de 
las células: (A) costado arriba, (B) costado abajo, (C) arriba, y  (D) abajo. Perfil xz: se muestran cuatro 
secciones representativas, perteneciente al mismo experimento analizado en las figuras 26 y 27. Aumento: 
600X. 
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Por último, se realizaron marcaciones dobles con ambas lectinas. En la figura 30 se 
muestra un panel con imágenes seleccionadas correspondientes a los seccionamientos 
ópticos obtenidos a partir de un grupo de células representativo de las monocapas 
analizadas, y en la figura 31 las reconstrucciones 3D.  
En la figura 30-1 a 4, y en la reconstrucción 3D de la figura 31, se observa que las 
células DBA+ están asociadas entre sí ocupando una región determinada dentro de la 
colonia. En una ampliación de las zonas indicadas en las figuras 30-3 y 4, se observa en 
una misma célula, señal fluorescente roja, correspondiente a la lectina DBA, y verde, 
correspondiente a BSL-I con distinto grado de intensidad. Las flechas en la figura 30-
3A señalan dos células con bajo grado de asociación entre ellas y que presentan señal 
de similar intensidad para ambas lectinas. Contrariamente, las células que presentan 
mayor grado de asociación, exhiben una señal de mayor intensidad para DBA (en rojo) 
(Figura 30-4B). En la zona perinuclear de las células señaladas con flechas en la figura 
30-4B, se ve la superposición de ambas señales fluorescentes (amarillo), lo que 
demuestra que las células contienen glicoconjugados que unen ambas lectinas. De 
estos resultados se deduce que a medida que las células se asocian adquieren mayor 
cantidad de N-acetilgalactosamina-α 1,3 N-acetilgalactosamina (DBA+), y pierden α-N-
acetilgalactosamina-α D galactosa (BSL-I+). En la figura 30-1 a 4, también se observan 
las células BSL-I+ que no forman parte de la colonia, y exhiben la típica forma 
fibroblastoide. El análisis de las reconstrucciones 3D de la figura 31 muestra que estas 
células se localizan sobre las células epiteliales de la monocapa, en contraste con otras 
similares ubicadas por debajo de la colonia (ver Figura 27).  
Sobre la base de los resultados de los experimentos de doble marcado, y teniendo en 
cuenta que tanto E-cadherina como citoqueratina son considerados biomarcadores de 
células epiteliales, mientras que vimentina lo es de células mesenquimáticas, los 
resultados sugieren que a medida que las células adquieren un mayor grado de 
diferenciación, expresan los biomarcadores de células epiteliales, y pierden 
gradualmente la expresión de los glicoconjugados que unen la lectina BSL-I, a la vez 
que adquieren aquellos que unen DBA. También se deduce que en la misma colonia 
pueden coexistir grupos de células de BU con diferente grado de madurez. En 
conjunto, las evidencias permiten inferir que las células que no forman parte de la 
colonia poseen características de células mesenquimáticas. Es interesante hacer notar 
que estas células no se ubican al azar en la colonia, sino que por el contrario, se 
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localizan de forma muy próximas, o estableciendo contacto con las células del borde 
de la colonia.  
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A modo de resumen, y utilizando como criterio la capacidad de las células en el 
cultivo primario de exhibir o no marcación positiva para las lectinas DBA y BSL-I, se 
propone el siguiente modelo sobre los cambios que sufren las células de TCd en el 
perfil de glicoconjugados, durante su maduración: 
 
Figura 30. Seccionamiento óptico de las células de TCd en el cultivo primario. Inmunofluorescencias 
realizadas con doble marcación: en verde se reveló la distribución de BSL-I y en rojo DBA. Se muestran las 
imágenes obtenidas por la superposición de ambos colores. (1, 2, 3, y 4) Las imágenes corresponden a un 
grupo de células representativas. En la imagen 3A se indican con flechas dos células con bajo grado de 
asociación entre ellas, y que presentan señal de similar intensidad para ambas lectinas. En la imagen 4A se 
muestra un grupo de células que presenta mayor marcación para DBA, y las flechas señalan aquellas que 
expresan glicoconjugados que unen ambas lectinas (color amarillo de la superposición de verde y rojo). 
Escala y aumento: 20 µm, 600X. 
Figura 31. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía confocal. Se realizaron 
marcaciones dobles con la lectina DBA (rojo) y BSL (verde). Reconstrucciones 3D visualizadas de: A- 
costado arriba, B- costado abajo, C- arriba, y  D- abajo. Aumento: 600X. 
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Este modelo, que representa los cambios en el perfil de expresión de 
glicoconjugados, se correlaciona con el patrón de marcación que se observa en las 
células del BU y en los túbulos colectores en desarrollo en el tejido intacto de la papila 
renal de rata neonata, tal como se mencionó en la introducción [12].  
 
1.3- Expresión del receptor de bradiquinina B2 (RB2) en las células de TCd en el 
cultivo primario 
Los resultados anteriores muestran que a medida que las células de TCd en el cultivo 
primario adquieren un mayor grado de diferenciación, expresan los biomarcadores de 
células epiteliales, pierden gradualmente la expresión de los glicoconjugados que unen 
la lectina BSL-I, y adquieren aquellos que unen DBA. También se observó que en la 
misma colonia pueden coexistir grupos de células con diferente grado de madurez. 
Teniendo en cuenta datos bibliográficos que demostraron que la síntesis de BK 
aparece muy temprano en el desarrollo renal, y que la expresión del ARNm para el 
RB2 es mayor en el riñón en desarrollo que en el adulto [138], a continuación se 
analizó mediante inmunomarcación la expresión del receptor en las células de TCd en 
el cultivo primario, a las 48 horas de crecimiento. Para establecer una relación con el 
grado de diferenciación/madurez de las células, se realizaron inmunomarcaciones 
dobles utilizando un anticuerpo dirigido contra el RB2 con las lectinas DBA y BSL-I. 
Como puede observarse en la figura 33A a C, un bajo número de células expresan el 
RB2, y generalmente se localizan en el borde de la colonia. En la figura 33B´ se muestra 
una ampliación de la zona indicada en el recuadro de la figura 33B, donde puede 
apreciarse la forma irregular y la falta de unión entre las células RB2+. En el espacio 
que rodea la colonia, pueden observarse las células de forma fibroblastoide 
anteriormente descriptas, de las cuales solo la señalada con una flecha expresa el 
receptor con gran intensidad (Figura 33B y C, flecha).  
Figura 32. Esquema que representa los cambios en el perfil de expresión de los glicoconjugados de 
las células de TCd durante su maduración en el cultivo primario 
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En la figura 33D a F, puede observarse que la expresión del RB2 guarda relación 
inversa con la intensidad de marcación con la lectina DBA. Abajo a la izquierda de la 
figura 33F, se ve un grupo de células marcadas intensamente con la lectina, unidas 
entre sí, y que no expresan el receptor. En la parte superior de la misma figura, y en la 
ampliación que se muestra en 33F´, pueden verse células con menor grado de 
asociación entre ellas, en las cuales a medida que la señal fluorescente roja (DBA) 
aumenta, la señal verde correspondiente al RB2 disminuye.  
Existe una tercera población de células que expresan el receptor pero que no se 
marcan con la lectina DBA, y es muy probable que sean de origen reciente y por lo 
tanto, muy inmaduras (Figura 33F, flecha, y ampliación en F´). El mismo fenómeno se 
observa con mayor claridad en las imágenes de reconstrucción 3D y perfiles xz 
Figura 33. Análisis de la expresión del receptor de bradiquinina B2 (RB2) en las células de TCd en 
cultivo primario. Inmunofluorescencias realizadas con doble marcación con las lectinas DBA (rojo) o BSL 
(rojo) y un anticuerpo dirigido contra RB2 (verde). Los núcleos teñidos con Hoechst se ven de color azul. 
En A se muestra una imagen de microscopía de contraste de fase de una colonia de células de TCd. En C se 
muestra la superposición de las imágenes A y B, en F, de las imágenes D y E, y en I, de las imágenes G y H. 
En B´, F´ e  I´ se muestran las ampliaciones de las zonas indicadas en los recuadros de las imágenes 
correspondientes. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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(Figuras 34A-D). Un hecho destacable que se evidencia en la reconstrucción 3D 
(Figura 34, vista desde abajo), es la ubicación de dos células RB2+ marcadas con 
flechas, que parecieran estar insertándose entre las células DBA+, desde la zona basal 
de la colonia. Como se muestra en la figura 33G a I (flechas), las células BSL-I+ que 
forman parte de la lámina de células epiteliales de TCd, no expresan el RB2, pero sí lo 
hacen las células BSL-I+ que no están integradas con el resto de las células de la 
colonia (Figura 33I y ampliación en I´).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía confocal. Se realizaron marcaciones 
dobles con la lectina DBA (rojo) y un anticuerpo dirigido contra RB2 (verde). Reconstrucciones 3D 
visualizadas desde cuatro ángulos distintos para una mejor apreciación de los marcadores en los 
diferentes sectores de las células: (A) costado arriba, (B) costado abajo, (C) arriba, y  (D) abajo. Las 
flechas en B y D muestran células RB2+ que parecerían estar insertándose entre las células DBA+ de la 
colonia. Perfil xz: se muestran cuatro secciones representativas. Aumento: 600X. 
 
 
P
er
fi
l x
z 
3
D
 ab
ajo
 
3
D
 a
rr
ib
a
 
3
D
 co
stad
o
 
ab
ajo
 
3
D
 c
o
st
ad
o
 
ar
ri
b
a
 
DBA – RB2  
Resultados 
 
72 
 
En las imágenes de reconstrucción 3D y perfiles xz esto se observa con mayor 
claridad, y consecuentemente se puede deducir que las células BSL-I+/RB2+ se 
localizan por debajo de la lámina de células de TCd (Figura 35A-D, y perfiles xz).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía Confocal. Se realizaron 
marcaciones dobles con la lectina BSL-I (rojo) y un anticuerpo dirigido contra RB2 (verde). 
Reconstrucciones 3D visualizadas desde cuatro ángulos distintos para una mejor apreciación de los 
marcadores en los diferentes sectores de las células: (A) costado arriba, (B) costado abajo, (C) arriba, y  
(D) abajo. Perfil xz: se muestran cuatro secciones representativas. Aumento: 600X. 
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Para confirmar o descartar la hipótesis de que las células que no forman parte de la 
colonia DBA- RB2+ pueden insertarse entre las células DBA+, desde la zona basal, 
realizamos experimentos en tiempo real. Esta estrategia experimental permite el 
monitoreo del comportamiento de las células de BU in vivo y en tiempo real mediante 
video - microscopía de “time-lapse”, y a diferencia de los métodos tradicionales 
basados en observaciones de punto final, permite visualizar los cambios morfológicos 
y el seguimiento del comportamiento de las células de forma continua. En el panel de 
fotos de la figura 36, se muestran imágenes seleccionadas de una secuencia de fotos 
tomadas en tiempo real, en las que se observa que las células señaladas con flechas, se 
insertan desde el plano basal hasta quedar totalmente integradas con el resto de las 
células de la colonia. Las imágenes fueron captadas con un microscopio invertido de 
contraste fase, a intervalos regulares de 20 segundos y durante 73 min totales, tal 
como se describió en la sección de materiales y métodos. Las células con bordes 
refringentes, que se observan en la parte superior de la imagen al inicio del 
experimento (tiempo 00:00:00), no forman parte de la colonia, y se hallan ubicadas 
por debajo del plano de la monocapa. A medida que transcurre el tiempo, se observa 
que el borde refringente de las células señaladas desaparece progresivamente. 
Asimismo es evidente que las células, a medida que se insertan, adquieren una forma 
alargada, hasta quedar totalmente extendidas e integradas en el plano de la monocapa 
con las células que las rodean (Figura 36, tiempo 1:13:40).  
Estos resultados permiten ver, en tiempo real, el comportamiento de las células que 
no forman parte de la monocapa, cuyo fenotipo coincide con el de las células 
mesenquimáticas, y que, a través de un proceso de TME, pueden adquirir 
características semejantes a las de las células epiteliales de TCd entre las cuales de 
insertan para formar parte de la colonia.  
En conjunto, las evidencias permiten inferir que cuanto mayor es el grado de 
asociación entre las células de TCd, menor es la expresión del RB2. Contrariamente, la 
expresión del receptor es alta en las células que no forman parte de la lámina de 
células epiteliales de TCd, cuyas características coinciden con las de las células 
mesenquimáticas que ya se han descripto en el punto 1.1 de resultados. 
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El primer paso en la adhesión célula-célula es el establecimiento de las uniones 
adherentes (UA), y este proceso, mediado por interacciones de tipo homofílico entre 
las moléculas de E-cadherina de las células adyacentes, es crítico para el 
mantenimiento de la arquitectura del tejido epitelial [31]. Por este motivo, a 
continuación se analizó la expresión del RB2, la afinidad por la lectina DBA, y la 
expresión y distribución de E-cadherina en células de TCd en cultivo primario luego de 
48 horas de crecimiento.  
Como se observa en las imágenes de la figura 37A a C, las células más maduras 
poseen los bordes delimitados por E-cadherina, hecho que refleja el establecimiento 
de las UA, y se marcan intensamente con la lectina DBA, pero han perdido la expresión 
Figura 36. Análisis del comportamiento de las células que no forman parte de la colonia de 
células de TCd en tiempo real. Panel de fotos que corresponde a imágenes captadas mediante un 
microscopio de contraste de fase invertido, de una colonia de células de TCd en cultivo primario y 
células que no forman parte de la misma. Se seleccionaron imágenes representativas de una secuencia 
tomada en tiempo real, según se describe en la sección de materiales y métodos. Los números indican el 
tiempo (horas: minutos: segundos) en el cual se captó la fotografía. Por tratarse de un microscopio 
invertido, lo que en la imagen se ve por arriba, corresponde a lo que en el cultivo se encuentra en la 
región basal de la monocapa. Se muestran imágenes representativas de tres experimentos. Las flechas 
indican dos células que se están insertando entre las células de TCd hasta quedar totalmente integradas 
con el resto de las células de la colonia. Escala y aumento: 200 µm, 400X.  
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del RB2 (Figura 37D-F). Es importante destacar que la expresión del RB2 queda 
principalmente localizada en las células más externas de la colonia (Figura 37F, 
flechas). La célula RB2+ que se ubica más internamente, parece formar parte de un 
grupo de células en proceso de transición puesto que la E-cadherina se encuentra 
dispersa en el citosol (Figura 37F, punta de flecha).   
El análisis de las imágenes de reconstrucción 3D muestra más claramente que las 
células que contienen E-cadherina en sus bordes no expresan el receptor, y en los 
perfiles xz se ve que hay células RB2+ que forman parte de la colonia (Figura 38A-D, y 
perfiles xz). Aunque también se pueden observar células RB2+ que no forman parte de 
las colonias, descriptas anteriormente en las figuras 33, 34 y 35.  
Puesto que la E-cadherina es considerada un biomarcador de células epiteliales, es 
evidente que en las colonias coexisten dos poblaciones celulares que difieren en el 
grado de maduración o diferenciación, siendo las que expresan E-cadherina en sus 
bordes, células en un estadio más diferenciado. Sobre la base de los resultados 
expuestos, se deduce que la expresión del RB2 en las células de TCd antecede al 
proceso de diferenciación celular, es decir, que ocurre antes de que las células 
adquieran las características propias del tejido epitelial que forma los túbulos 
colectores maduros.  
 
 
Resultados 
 
76 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R
B
2
 - E
-cad
h
erin
a  
Figura 37. Análisis de la expresión conjunta del RB2 y E-cadherina en células de TCd en el cultivo 
primario. Inmunofluorescencias realizadas con doble marcación con las lectinas DBA (rojo) y un 
anticuerpo dirigido contra E-cadherina (verde) o RB2 (rojo). Los núcleos teñidos con Hoechst se ven de 
color azul. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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1.4- Análisis de la distribución de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) y 
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) en células de TCd en cultivo primario 
En las células epiteliales, los polifosfoinositidos, además de su capacidad de 
reclutar proteínas relacionadas con el citoesqueleto, participan en la locomoción 
celular. Se ha reportado que en las células migratorias, la enzima fosfatidilinositol 3-
Figura 38. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía confocal. Se realizaron marcaciones 
dobles con un anticuerpo dirigido contra E-cadherina (rojo) y RB2 (verde). Reconstrucciones 3D 
visualizadas de: A- costado arriba, B- costado abajo, C- arriba, y  D- abajo. En el panel inferior se muestran 
los perfiles xz. Aumento: 600X. 
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cinasa (PI3K) se activa en el borde director para generar localmente PIP3 y así 
definir el polo anterior, mientras que el PIP2 se encuentra en el polo posterior del 
cuerpo celular [79].  
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Mediante el uso de anticuerpos específicos, se analizó la distribución de ambas 
especies de polifosfoinositidos en células de TCd en cultivos primarios luego de 48 
hs de crecimiento. Como se observa en la figura 39A a C, sobre la base del contenido 
de PIP3 y PIP2, en una misma colonia de células se pueden distinguir dos 
subpoblaciones: 1) células PIP3- PIP2+, que son las más abundantes,  y 2) células 
PIP3+ PIP2+/-, estas últimas localizadas preferentemente en la zona más periférica 
de la colonia (Figuras 39C-D, flechas). Existe un tercer tipo celular que no forma 
parte de las colonias, y exhiben una señal fluorescente intensa para PIP3 y muy débil 
para PIP2 (Figuras 39A-D, punta de flecha). Estas últimas células podrían 
corresponderse con las células aisladas, no integradas con el resto de las células de 
la colonia, descriptas anteriormente.  
Figura 39. Análisis de la distribución de PIP2 y PIP3 en células de TCd en el cultivo primario. 
Inmunofluorescencias realizadas mediante doble marcación con las lectinas DBA (rojo) o BSL-I (rojo), y un 
anticuerpo dirigido contra PIP3 (verde), y PIP2 (rojo). Los núcleos teñidos con Hoechst se ven de color 
azul. En D, H y L se muestran las imágenes de superposición. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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Puesto que la distribución de ambos polifosfoinositidos, y en particular, el de 
PIP3 define el patrón migratorio de las células, con el fin de profundizar el estudio 
de las características de las células que contienen PIP3, a continuación se analizó su 
localización en conjunto con las lectinas DBA y BSL-I. Como se muestra en la figura 
39, las células DBA+ y BSL-I+ que forman parte de las colonias, no contienen PIP3 o 
su intensidad de marcación es muy débil (Figura 39E-H, y I-L, respectivamente). En 
las reconstrucciones 3D y perfiles xz, esto se observa con mayor claridad (Figuras 
40 y 41).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía confocal. Se realizaron 
marcaciones dobles con la lectina DBA (rojo) y PIP3 (verde). Reconstrucciones 3D visualizadas de: A- 
arriba, B- abajo, C- costado arriba, y  D- costado abajo. En el panel inferior se muestran los perfiles xz. 
Aumento: 600X. 
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Asimismo, es posible identificar células BSL-I+ PIP3+ que se localizan en la zona 
del borde o submarginal de la colonia (Figura 39K y L, flecha), y células DBA- BSL-I- 
que no forman parte de la colonia, con una notable intensidad de marcación para 
PIP3 (Figura 39G-H, K-L, puntas de flecha). Estas últimas, de acuerdo al análisis de 
las imágenes de reconstrucción 3D, se localizan por debajo de la lámina de células 
de TCd (Figura 41B y D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Reconstrucción 3D de cortes ópticos de microscopía confocal. Se realizaron 
marcaciones dobles con la lectina BSL-1 (rojo) y PIP3 (verde). Reconstrucciones 3D visualizadas de: 
A- costado arriba, B- costado abajo, C- arriba, y  D- abajo. En el panel inferior se muestran los 
perfiles xz. Aumento: 600X. 
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2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA BRADIQUININA SOBRE LAS CÉLULAS DE 
TÚBULO COLECTOR EN DESARROLLO EN EL CULTIVO PRIMARIO 
 
2.1- Efecto de la bradiquinina sobre la asociación célula-célula 
De acuerdo a los resultados presentados en el capítulo 1.1 (Figura 12), las células de 
TCd en el cultivo primario exhiben el fenotipo característico de una colonia migratoria 
de células epiteliales, con una distribución polarizada de actina y vinculina en las 
células del borde director, dando idea de que la colonia entera se comporta como una 
célula migratoria individual. Con el fin de estudiar el efecto de la bradiquinina (BK) 
sobre el comportamiento de las células de TCd, se realizaron cultivos primarios de 48 
horas en las condiciones experimentales que permitan obtener colonias de células con 
bajo grado de asociación entre ellas. Se analizó el citoesqueleto de actina para estudiar 
la morfología y las estructuras de migración celular. En la imagen panorámica de la 
figura 42A, se observa una colonia de células con bordes irregulares y bajo nivel de 
compactación. Ante el agregado de BK al cultivo, las células de TCd se acercan, lo que 
favorece la compactación de las células que forman parte de la colonia (Figura 42B). A 
diferencia del control, se observa que los filamentos de actina establecen un cinturón 
continuo que rodea el borde regular de toda la colonia, y también es evidente la 
formación de bordes ondulatorios o “ruffles” (Figura 42D), lo que favorece la 
formación de una colonia con característica fenotípica migratoria. Contrariamente, las 
células sin tratar muestran lamelipodios sólo en algunas células del borde de la colonia 
(Figura 42C, flechas).  
En una segunda etapa, y con el objeto de corroborar estos resultados, se partió de 
cultivos primarios en los cuales las células presentaban un nivel mayor de asociación. 
En estas condiciones es posible observar que el borde de las colonias no es 
completamente regular, y es evidente la ausencia del cinturón continuo de filamentos 
de actina (Figura 43A). Asimismo, aunque se observan estructuras migratorias, no se 
puede definir la dirección de migración puesto que las colonias emiten lamelipodios 
en todos los sentidos (Figura 43A, flechas). El agregado de BK al cultivo provoca una 
mayor asociación de las células, lo que resulta en una mayor compactación de la 
colonia, y se forma el córtex de actina que engloba a la colonia en su totalidad como si 
fuera una célula migratoria individual (Figura 43B). En estas condiciones, es posible 
definir una dirección de migración, dada por la formación de lamelipodios localizados 
selectivamente en un lado de la colonia (Figura 43B, flechas).  
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Figura 42. Efecto de la BK sobre las células de TCd en el  cultivo primario. Marcación realizada 
con faloidina-FITC  para visualizar la morfología de las colonias mediante la coloración en verde de 
los filamentos de actina. En A se muestra una colonia de  células de TCd sin tratar, y en B, tratada 
con BK 1 µM durante 1 min. Nótese el mayor grado de asociación que presentan las células tratadas 
con BK. Las flechas en C muestran lamelipodios, y en D, bordes ondulatorios o “ruffles”. Se muestran 
imágenes representativas de tres experimentos. Escalas y aumentos: A y B: 200 µm, 200X; C y D: 
200 µm, 400X. 
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Figura 43. Efecto de la BK sobre células del TCd en cultivo primario. Marcación realizada con faloidina-
FICT para visualizar la morfología de las colonias mediante la coloración en verde de los filamentos de actina. 
En A se muestran dos colonias de  células de TCd sin tratar, y en B, tratadas con BK 1 µM durante 1 min. 
Nótese la compactación de las colonias de células tratadas con BK, y el córtex de actina que engloba la 
colonia en su totalidad. Las flechas indican lamelipodios. Se muestran imágenes representativas de tres 
experimentos. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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2.2- Estudio del efecto de la BK sobre las células de TCd en tiempo real  
Con el fin de evaluar el efecto de la BK en tiempo real, se analizó el comportamiento 
de las células de TCd en cultivo, antes y después del agregado de BK mediante 
visualización por microscopía de contraste interdiferencial (DIC), tomando fotografías 
con una cámara instalada en el microscopio, a intervalos regulares de 20 segundos y 
durante 75 min totales, tal como se describió en la sección de materiales y métodos.  
En el panel de fotos de la figura 44 se muestran imágenes representativas del 
comportamiento de una colonia seleccionada al azar. Previo al agregado de BK, las 
células exhiben estructuras migratorias, como son los lamelipodios, que se extienden y 
retraen, reflejando así la capacidad intrínseca que poseen las células de TCd de migrar 
en forma colectiva y al azar (Figura 45, flechas). La estimulación con BK produce un 
incremento de la actividad protrusiva en las células marginales, evidenciada por la 
formación y extensión de bordes ondulatorios de membrana, o ruffles (Figura 45, 
flechas).  
También se observa una mayor asociación entre las células, hecho que se evidencia 
por la desaparición de los espacios existente entre ellas, y formación de una línea 
continua, que denota la formación de estructuras de adhesión célula-célula (Figura 46, 
flechas). 
Para confirmar si efectivamente la BK induce una compactación de la colonia, se 
realizó un análisis cuantitativo del área de las colonias tal como se describió en la 
sección de materiales y métodos, antes y después del tratamiento con BK, asignando 
como valor de referencia 100% al área de la colonia antes del agregado de BK. Como 
se observa en el gráfico de barras de la figura 47, luego de la estimulación con BK el 
área total de las colonias epiteliales disminuye en un 10%, a pesar que el análisis 
estadístico no arrojo diferencias significativas (pNS), lo que denota el mayor grado de 
unión entre las células de TCd, y por ende, la compactación de la colonia (Figura 47). 
En conjunto, estos resultados confirman el rol que cumple la BK en la inducción y 
mantenimiento de la asociación de las células de TCd para formar colonias, y de esta 
forma favorecería la migración de las células de forma colectiva. 
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Figura 44. Efecto de la BK sobre las células de TCd en tiempo real. Panel de fotos que corresponden a 
imágenes de microscopía de contraste interdiferencial de una colonia de células de TCd en cultivo 
primario. Se seleccionaron imágenes representativas de una secuencia tomada en tiempo real, como se 
describe en la sección de materiales y métodos. Los números indican el tiempo (horas: minutos: segundos) 
en el cual se captó la fotografía. Se muestra el comportamiento de una colonia antes y después de la 
estimulación con BK. Escala y aumento: 20 µm, 600X.  
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Figura 45. Efecto de la BK sobre las células de TCd del borde de una colonia en tiempo real. Panel de 
fotos de microscopía de contraste interdiferencial de una colonia de células de TCd en cultivo primario. Se 
muestran imágenes representativas de una ampliación digital del comportamiento de una célula situada 
en el borde de la colonia, antes y después de la estimulación con BK. Las flechas indican la formación de 
bordes ondulatorios o “ruffles”. Escala y aumento: 20 µm, 600X. 
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Figura 46. Efecto de la BK sobre las células de TCd  en tiempo real. Panel de fotos de microscopía de 
contraste interdiferencial de una colonia de células de TCd en cultivo primario. Se muestran imágenes 
representativas de una ampliación digital de una zona específica de la colonia. La flecha indica la 
formación de la unión entre dos células adyacentes. Escala y aumento: 20 µm, 600X. 
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Figura 47. Análisis cuantitativo del 
tamaño (área) de las colonias de 
células de TCd luego de la 
estimulación con BK. Las barras 
representan el porcentaje del área con 
respecto al control (valor hipotético de 
100%), pNS. En el panel superior se 
muestra imágenes representativas de 
las utilizadas para calcular el área en 
µm2. Escala y aumento: 20 µm, 600X. 
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2.3- Estudio de la participación del receptor B2 y de la vía de señalización de 
PI3K en la formación de colonias migratorias inducida por bradiquinina.  
Para determinar si los efectos antes descriptos son mediados por la activación del 
receptor de bradiquinina B2 (RB2), células de TCd en cultivo primario se incubaron 
durante 30 minutos en presencia del antagonista de RB2, HOE-140 (100 nM) previo a 
la estimulación con BK. Posteriormente, mediante tinción con faloidina, se analizó el 
citoesqueleto de actina para estudiar la morfología y las estructuras de migración 
celular.  
Para descartar efectos tóxicos del antagonista del RB2, las células de TCd se 
incubaron solo con el bloqueante durante el tiempo indicado. En la figura 48A y C, se 
observa que tanto las células control como las células tratadas con HOE-140, exhiben 
una distribución semejante del citoesqueleto de actina, y poseen bajo grado de 
asociación, hecho que se observa más claramente en la imagen de microscopia 
confocal (Figura 48D). Por lo tanto, se descarta cualquier efecto toxico del antagonista 
que pudiera alterar la morfología de las células. En contraste con lo que ocurre cuando 
las células son estimuladas solo con BK (Figura 48B), la preincubación con HOE-140 
afecta a la compactación celular inducida por BK (Figura 48E). En la imagen de 
microscopia confocal se observa más claramente la ausencia de filopodios, espacios 
entre las células, y el córtex individual de actina, más desarrollado (Figura 48F). Como 
consecuencia de la falta de compactación, no se observa el borde continuo de 
filamentos de actina, y a semejanza de lo que ocurre en las células sin tratar (Figura 
48A), se ven lamelipodios en algunas células del borde de la colonia, pero no se forman 
los ya descriptos bordes ondulatorios o ruffles (Figura 48E, flechas).  
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Figura 48. Efecto del antagonista del RB2 en las células de TCd en el cultivo primario. 
Marcación realizada con faloidina-FITC de cultivos subconfluentes donde las células fueron 
pretratadas con 100 nM del antagonista de RB2 (HOE-140)  durante 30 minutos, antes de la 
estimulación con 1 µM BK durante 5 minutos. Imágenes de microscopía de fluorescencia 
convencional que muestran células no tratadas (A), el efecto de la BK sobre la asociación de 
células (B), y el efecto de HOE-140 (C) antes de la estimulación con BK (E). Las flechas en E 
muestran lamelipodios. Imágenes  de microscopía confocal que muestran células tratadas con 
HOE-140 antes de la estimulación con BK (D), y luego de la estimulación con BK en presencia del 
antagonista (F). Se muestran imágenes representativas de tres experimentos. Escalas y 
aumentos: 200 µm, 400X (A, B, C, E), y 20 µm, 600X (D, F). BK: bradiquinina, HOE: HOE140. 
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Con el fin de confirmar que el efecto de la BK sobre la compactación celular es 
mediado por la estimulación de su RB2, se analizó el comportamiento de las células de 
TCd en tiempo real, antes y después del agregado del antagonista, y después del 
agregado de BK en presencia del antagonista. Mediante visualización por microscopía 
de contraste fase,  se captaron imágenes a intervalos regulares de 20 segundos y 
durante 73 min totales, tal como se describió en la sección de materiales y métodos. En 
el panel de fotos de la Figura 49 se muestran imágenes representativas del 
comportamiento de una colonia seleccionada al azar. En presencia del antagonista, a 
pesar que las células en el interior de la colonia se mantienen asociadas, el área de la 
misma se mantiene constante, por lo tanto el proceso de compactación de la colonia 
que induce BK antes descripto no ocurre, tal como se desprende del análisis 
cuantitativo del área de las colonias (pNS) (Figura 52). Tampoco se observa la 
formación de bordes ondulatorios o ruffles (Figura 49). 
En conjunto, estos resultados demuestran que la BK induce y mantiene la asociación 
de las células de TCd mediante la activación del receptor B2. 
 
A continuación, se investigó si la vía de señalización de PI3K participa en los 
fenómenos que induce la BK sobre las células de TCd ya descriptos, mediante la 
activación del RB2. Para ello, en una primera etapa, se incubaron células de TCd 
durante 10 minutos en presencia del inhibidor de PI3K, LY294002 (10 μM), y 
mediante tinción con faloidina, se analizó el citoesqueleto de actina para estudiar la 
morfología y las estructuras de migración celular (Figura 50). Como se describió en el 
capítulo 1.1 de resultados (Figura 13), las células de TCd exhiben gran cantidad de 
filopodios, los que constituyen el primer paso en la formación de las uniones 
adherentes, reflejando la tendencia que poseen las células de TCd de unirse y formar 
colonias (Figura 50A). Las células tratadas con el inhibidor, poseen bajo grado de 
asociación, y a diferencia de las células control, exhiben una disminución en la 
cantidad de filopodios (Figura 50C), hecho que se observa con mayor claridad en la 
imagen de microscopía confocal de la figura 50D. Por lo tanto, en condiciones basales, 
la activación de la vía de señalización de PI3K es necesaria en el proceso inicial de 
formación de las uniones adherentes. En una segunda etapa, previo a la estimulación 
con BK, las células de TCd se preincubaron durante 10 minutos con el inhibidor de 
PI3K, y como se muestra en la figura 50E, las células no se asocian (Figura 50E), como 
lo hacen con BK en ausencia del inhibidor (Figura 50B), persiste la disminución de 
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filopodios (Figura 50F), y no se observan filamentos de actina que engloben la colonia 
(Figura 50E).  
Con el objeto de comprobar que la vía de señalización de PI3K participa en los 
fenómenos que induce la BK sobre las células de TCd ya descriptos, se realizaron 
experimentos de tiempo real. Para llevar a cabo este análisis, antes del agregado de BK 
al medio de cultivo, las células se preincubaron con el inhibidor de PI3K durante 20 
minutos, y mediante visualización por microscopía de contraste fase, se tomaron 
fotografías a intervalos regulares de 20 segundos, durante 73 min totales. Con 
anterioridad al agregado de LY294002 al medio de cultivo, se observa que las células 
del borde de la colonia extienden lamelipodios a diferentes velocidades. Luego del 
agregado del inhibidor, la extensión de los lamelipodios se suprime en gran medida, y 
la adición de BK no afecta el comportamiento de las células (Figura 51). Tampoco se 
observa la compactación celular característica, inducida por BK en ausencia del 
inhibidor, como se desprende del análisis cuantitativo del área de las colonias, antes y 
después del agregado del inhibidor (pNS) (Figura 52). Estos datos sugieren 
fuertemente que la actividad de PI3K está involucrada en la asociación célula-célula 
inducida por BK, y en la formación de las colonias migratorias. 
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Figura 49. Efecto del antagonista del receptor B2 de BK sobre las células de TCd en tiempo real. Panel 
de fotos que corresponde a imágenes captadas mediante microscopía de contraste de fase, de una colonia de 
células de TCd en cultivo primario. Se seleccionaron imágenes representativas de una secuencia tomada en 
tiempo real, según se describe en la sección de materiales y métodos. Los números indican el tiempo (horas: 
minutos: segundos) en el cual la fotografía fue captada. Se muestra el comportamiento de una colonia de TCd 
antes y después de pre-tratamiento con HOE-140, y estimulación con BK. Se muestran imágenes 
representativas de tres experimentos. Escala y aumento: 200 µm, 400X. BK: bradiquinina, HOE: HOE-140.  
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Figura 50. Efecto de la inhibición de PI3K en las células de TCd en el cultivo primario. 
Marcación realizada con faloidina-FICT de cultivos subconfluentes donde las células fueron 
pretratadas con 10 µM del inhibidor de PI3K (LY294002) durante 10 minutos, antes de la 
estimulación con 1 µM BK durante 5 minutos. Imágenes de microscopía de fluorescencia 
convencional que muestran células no tratadas (A), estimuladas con BK (B), y tratadas solo con el 
inhibidor de PI3K,  LY294002 (C), y  estimulación con BK en presencia del inhibidor de PI3K (E). 
Imágenes  de microscopía confocal que muestran células tratadas con LY294002 (D), antes de la 
estimulación con BK (F). Se muestran imágenes representativas de tres experimentos. Escalas y 
aumentos: 200 µm, 400X (A, B, C, E), y 20 µm, 600X (D, F). BK: bradiquinina, LY: LY294002. 
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Figura 52. Análisis cuantitativo del tamaño 
(área) de las colonias de células de TCd 
luego de la estimulación con BK en 
presencia de un antagonista de RB2 y del 
inhibidor de PI3K. Las barras representan el 
porcentaje del área de las colonias con 
respecto al control (valor hipotético de 100%), 
pNS. HOE: HOE-140, LY: LY294002. 
 
Figura 51. Efecto de la inhibición de PI3K sobre las células de TCd en tiempo real. Panel de fotos que 
corresponde a imágenes captadas mediante microscopía de contraste de fase, de una colonia de células de 
TCd en cultivo primario. Se seleccionaron imágenes representativas de una secuencia tomada en tiempo 
real, como se describe en la sección de materiales y métodos. Los números indican el tiempo (horas: 
minutos: segundos) en el cual se captó la fotografía. Se muestra el comportamiento de una lámina epitelial 
de TCd antes y después de pre-tratamiento con LY294002, y estimulación con BK. Escala y aumento: 200 
µm, 400X. 
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Como se mencionó en la introducción, tras su activación, PI3K transloca a la 
membrana plasmática, donde convierte PIP2 en PIP3. Este último recluta hacia la 
membrana Akt, la que luego de activarse por fosforilación, se disocia de la membrana y 
transloca al núcleo, donde fosforila múltiples proteínas implicadas en la regulación del 
crecimiento y proliferación, la supervivencia y la diferenciación celular (Esquema de la 
Figura 7). Por lo tanto, la medición de la forma fosforilada de Akt (Akt-P) representa 
una medida indirecta de la activación de PI3K. En la figura 53 se muestra el análisis 
por Western blot de lisados de células de TCd provenientes de cultivos primarios 
estimulados con BK, con y sin incubación previa con los inhibidores que se indican. 
Los resultados se presentan en un gráfico de barras, y se expresan como porcentaje de 
cada una de las formas de Akt analizadas, con respecto a su correspondiente control.  
El tratamiento con BK produce un aumento significativo en Akt-P, hecho que no se 
observa cuando las células son previamente tratadas con el antagonista del RB2, HOE-
140, o con el inhibidor de PI3K (Figura 53B). Sobre la base de estos resultados, se 
puede concluir que tras la unión a su receptor B2, la BK produce la activación de PI3K, 
y de Akt “corriente abajo”, y que esta vía participa en la generación de los fenómenos 
que se producen sobre las células de TCd en el cultivo primario antes descriptos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 53. Análisis del mecanismo de acción de la BK en las células de TCd. Análisis por Western blot del 
contenido de Akt y Akt-P en lisados de células de TCd estimuladas con BK, en ausencia y presencia del 
antagonista de RB2 (HOE-140), y del inhibidor de PI3K (LY294002), según se describe en la sección de 
materiales y métodos. Se sembró igual cantidad de proteína en cada calle. La carga de proteína se controló 
mediante tinción con azul de Coomassie. Los resultados se expresan como porcentaje de la densidad óptica de 
las bandas con respecto a la del control (valor hipotético de 100%). Las barras de error representan SE, *p 
<0,05. Los resultados corresponden a un experimento representativo de tres ensayos individuales. BK: 
bradiquinina, HOE: HOE-140, LY: LY294002. 
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Como se mostró en el capítulo de 1-1 de resultados, las células de TCd que se ubican 
en el borde de las colonias celulares, exhiben lamelipodios y poseen una distribución 
polarizada de actina y de vinculina. Por lo tanto fue de interés realizar estudios para 
confirmar o rechazar la hipótesis en la que se planteó que la acumulación de vinculina 
en algunas células del borde, como se muestra en la figura 12, podría constituir un 
mecanismo que indique la dirección de migración de la colonia. Teniendo en cuenta 
además, que la actividad protrusiva de las colonias se incrementa luego del agregado 
de BK (Figura 44 y 45), se analizó la distribución de vinculina conjuntamente con la de 
PI3K y la de la fosfatasa PTEN, en dos situaciones experimentales, una basal (sin el 
agregado exógeno de BK) y luego del agregado exógeno de BK al medio de cultivo. 
Como se mencionó en la introducción, la fosfatasa PTEN, transforma PIP3 en PIP2, y de 
esta forma controla in vivo la dirección de la migración del BU.  
La molécula de vinculina puede localizarse en la membrana, formando parte de los 
contactos focales (CF) o de las uniones adherentes, o bien formar parte del pool 
citosólico. En condiciones basales, tanto las células ubicadas en el borde o más 
internamente en la colonia, contienen gran cantidad de CF inmunomarcados con 
vinculina (Figura 54A y C, flechas). El tratamiento con BK induce en las células 
ubicadas en el borde de la colonia, una redistribución de vinculina desde los CF hacia 
el citosol (Figura 54D y F, flechas). El número de colonias que exhiben células con 
éstas características aumenta cuando se agrega BK al medio de cultivo. 
En las células sin tratar, la intensidad de la inmunomarcación de PI3K como la de 
PTEN es baja, y se distribuye en forma difusa en el citosol (Figura 54B y H). Luego de 
la estimulación con BK, se observa que la señal fluorescente para PI3K es más intensa 
solo en algunas células del borde de la colonia (Figura 54D). Por su ubicación y 
características, estas células se corresponderían con las que exhiben mayor cantidad 
de vinculina citosólica (Figura 54F, flechas). Con respecto a PTEN, luego del 
tratamiento con BK, la intensidad de la inmunomarcación aumenta y se concentra 
principalmente en la zona perinuclear (Figura 54K).  
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Figura 54. Expresión y distribución de PI3K, PTEN y vinculina en células de TCd en el cultivo 
primario. Inmunofluorescencia realizada con doble marcación: en rojo se reveló la distribución de 
vinculina y en verde, de PI3K (B, D), y PTEN (F, H). Las imágenes A-C y G-I corresponden a células sin 
tratar, y D-F y J-L, estimuladas con BK. En la columna de la izquierda se muestran las imágenes de 
superposición. Las flechas en A y C señalan contactos focales, y en D y F, la redistribución de 
vinculina en las células del borde. Se muestran imágenes representativas de tres experimentos. 
Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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A continuación, y teniendo en cuenta que la presencia de la forma fosforilada de Akt 
representa una medida indirecta de la activación de PI3K, se analizó la distribución de 
vinculina conjuntamente con la de Akt y Akt-P (Thr308) (Figura 55). 
 
 
Figura 55. Expresión y distribución de Akt, Akt-P y vinculina en células de TCd en cultivo primario. 
Imágenes de microscopía confocal. Inmunofluorescencias realizada con doble marcación: en rojo se 
reveló la distribución de vinculina y en verde, de Akt-P (B, E), y Akt (H, K). Las imágenes A, B, G y H 
corresponden a células sin tratar, y D, E, J y K, estimuladas con BK. En la columna de la izquierda se 
muestran las imágenes de superposición. Se muestran imágenes representativas de tres experimentos. 
Escala y aumento: 20 µm, 600X.  
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En los cultivos sin tratar, se observa que la intensidad de inmunomarcación de 
Akt-P es baja y se distribuye en el citosol (Figura 55B). Luego de la estimulación con 
BK, la intensidad de la señal fluorescente de Akt-P se incrementa, y se localiza 
principalmente en la membrana de algunas células del borde de la colonia (Figura 
55E y F). Por el contrario, la forma no fosforilada de Akt se distribuye de forma 
similar y uniforme en el citosol, tanto en las células control como en las tratadas con 
BK (Figura 55H, I, K, L). Estos resultados concuerdan con los que se obtuvieron del 
análisis de la presencia de ambas formas de Akt en lisados de células de TCd 
provenientes de cultivos primarios estimulados con BK por Western blot, donde se 
observó un aumento significativo la forma fosforilada de Akt, hecho que no se 
observa cuando las células fueron previamente tratadas con el antagonista del RB2, 
HOE-140, o con el inhibidor de PI3K (Figura 53B). En conjunto, estos resultados 
refuerzan la conclusión de que en las células del TCd, la BK, luego de unirse a su 
receptor B2, activa la vía de señalización de PI3K, la que involucra “corriente abajo” 
la activación de Akt. 
 
En el capítulo 1-3 de resultados se describió la distribución de PIP2 y PIP3, y se 
definió que en una misma colonia se pueden identificar: 1) células PIP3- PIP2+, 
siendo estas las más abundantes, y 2) células PIP3+ PIP2+/-, estas últimas 
localizadas preferentemente en la zona más periférica de la colonia (Figuras 39C, 
flechas). Asimismo, se evidenció un tercer tipo celular con alto contenido de PIP3, 
que no forma parte de las colonias (Figuras 39D, H y L, puntas de flecha). Utilizando 
similar estrategia experimental, y con el objeto de profundizar el efecto de la BK, se 
analizó la distribución de ambos polifosfoinositidos en las células de la colonia, en 
presencia del antagonista del RB2, HOE-140, y del inhibidor de PI3K, LY294002. En 
el panel de la figura 56 se muestra en color verde las células que contienen PIP3 y en 
rojo, PIP2. En todos los campos analizados, se observa la presencia de células 
aisladas que corresponderían al tercer tipo celular descripto en el capítulo de 
resultados 1-3, con señal intensa para PIP3 (Figura 56A-H, flechas). Como se 
muestra en la figura 56, la cantidad de células PIP3+ que forman parte de la colonia, 
es mayor en las células estimuladas con BK (Figura 56B), inclusive en las situaciones 
donde, previo a la estimulación, las células se incubaron con el antagonista de RB2 
(Figura 56D), o el inhibidor de PI3K (Figura 56F).  
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Como se mencionó en el capítulo de la introducción, es importante destacar que 
PIP3 es un fosfolípido casi no detectable en la mayoría de los tipos celulares, y el 
aumento de su nivel requiere estimulación exógena. Sobre la base de estos 
resultados, y de aquellos obtenidos en los experimentos de tiempo real presentados 
en el capítulo 2-2, las células de TCd poseen una capacidad intrínseca de migrar, 
hecho que podría explicar el nivel basal de PIP3 que poseen las células en ausencia 
de estimulación externa. Frente al agregado de BK, este fenómeno se exacerba.  
 
Como se mencionó en el capítulo de introducción, la proteína Rac también puede ser 
activada como efector “corriente abajo” de PI3K. Puesto que es sabido que Rac se halla 
implicada en la formación de lamelipodios y bordes ondulatorios o ruffles [93, 94], y 
que la BK induce estos procesos (Figura 45), a continuación se investigó la expresión y 
Figura 56. Distribución de PIP3 y PIP2 en células de TCd en el cultivo primario tratadas con BK e 
inhibidores. Inmunofluorescencias realizadas con doble marcación: en rojo se reveló la distribución de 
PIP2 y en verde, de PIP3. Los núcleos se colorearon con Hoechst, en azul. Las imágenes corresponden a 
células sin tratar (A), estimuladas con BK (C), HOE-Control (E), HOE-BK (G), LY-Control (I), y LY-BK (K). En 
la columna derecha se muestran las respectivas imágenes de superposición. Las flechas señalan células  
que no forman parte de la colonia, con alto contenido de PIP3. Se muestran imágenes representativas de 
tres experimentos. Escala y aumento: 200 µm, 400X 
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distribución de Rac1 en las células de BU en cultivo primario. Para tal fin, se utilizó un 
anticuerpo específico que reconoce la isoforma Rac1, y que no presenta reacción 
cruzada con otros miembros de la familia de la Rho GTPasas, y demás isoformas de 
Rac.  
En los cultivos sin tratar, se observa que la señal fluorescente de Rac1 es débilmente 
positiva solo en algunas células (Figura 57B y C). Las células que exhiben una señal de 
mayor intensidad no parecen estar integradas con el resto de las células de la colonia, 
como se observa con mayor claridad en la imagen de contraste de fase (Figura 57A-C, 
flechas). Luego de la estimulación con BK, se observa un mayor número de células con 
señal positiva y de mayor intensidad de fluorescencia (Figura 57D-F). Estas células no 
se ubican al azar, sino que por el contrario, ocupan una zona determinada de la colonia 
(Figura 57E). En las células pretratadas  con el antagonista específico del RB2, HOE-
140, es posible observar un incremento en la marcación para Rac1 (Figura 57K y L), y 
si bien el número de células con señal positiva es mayor al que presenta el control 
(Figura 57H e I), en contraste con el comportamiento de las células estimuladas con 
BK en ausencia del antagonista (Figura 57E), se ubican al azar. Cuando las células se 
incuban previamente con el inhibidor de PI3K, LY294002, previo a la estimulación con 
BK, el número y la distribución de las células que presentan señal positiva es similar y 
muy baja, y solo se destacan algunas células Rac1+, que parecen no formar parte de la 
lámina de células (Figura 58G-I, J-L, flechas). Sobre la base de estos resultados, se 
puede concluir que tras la unión a su receptor B2, la BK, además de Akt, produce la 
activación de Rac1 “corriente abajo” de PI3K, y que esta vía de señalización participa 
en la generación de los fenómenos que se producen sobre las células del TCd en el 
cultivo primario antes descriptos.  
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Figura 57. Distribución de Rac1 en células de TCd en cultivo primario tratadas con BK y el 
antagonista de RB2. Inmunomarcación de Rac1 (verde), y núcleos coloreados con Hoechst (azul). Las 
imágenes corresponden a células sin tratar (A-C), estimuladas con BK (D-F), HOE-Control (G-I), y HOE-BK (J-
L). Las fotos de la columna de la izquierda corresponden a las respectivas imágenes de microscopia de 
contraste de fase. Las flechas en B y C señalan células que no forman parte de la colonia, y expresan Rac1 con 
gran intensidad. Se muestran imágenes representativas de tres experimentos. Escala y aumento: 200 µm, 
400X. 
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Figura 58. Distribución de Rac1 en las células de TCd en cultivo primario tratadas con BK y el 
inhibidor de PI3K. Imágenes de microscopía de fluorescencia convencional. Inmunomarcación de Rac1 
(verde), los núcleos se colorearon con Hoechst (azul). Se muestran imágenes representativas de células sin 
tratar (A-C), estimuladas con BK en ausencia (D-F), o en presencia del inhibidor de PI3K, LY294002 (J-L). 
(G-I) Cultivos pretratados con LY294002. (A, D, G, J) imágenes de microscopía de contraste de fase. (C, F, I, 
L). Las flechas  señalan células que no forman parte de la colonia, y expresan Rac1 con gran intensidad. Se 
muestran las correspondientes imágenes de superposición. Escala y aumento: 200 µm, 400X. 
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2.4- Estudio de la participación de la bradiquinina en los eventos tempranos de 
asociación entre las células de TCd 
Durante el desarrollo renal, el BU, luego de ser inducido, crece, migra y luego se 
ramifica, y lo hace en forma colectiva, es decir que las células que lo forman migran sin 
perder la unión entre ellas. Las células epiteliales del BU y de los túbulos colectores se 
mantienen asociadas entre sí mediante uniones adherentes (UA). Puesto que la E-
cadherina resulta fundamental en la formación y en el mantenimiento de esta 
estructura, se analizó su expresión y distribución luego de la estimulación de los 
cultivos celulares con BK, en ausencia y en presencia del antagonista de RB2, HOE-140. 
En las células sin tratar, se observa expresión de E-cadherina distribuida en forma 
difusa en el citosol (Figura 59A e inserto). Luego del agregado de BK, y dentro de una 
misma colonia, se puede observar zonas donde E-cadherina se distribuye en los 
límites celulares, reflejando un mayor grado de asociación entre las células (Figura 
59C e inserto). Este comportamiento no se observa cuando las células fueron tratadas 
con el antagonista HOE-140, previo a la estimulación con BK (Figura 59D-F).  
Puesto que la molécula de β-catenina se asocia con el dominio citosólico de E-
cadherina para conformar el complejo adherente, a continuación se analizó su 
expresión y distribución en células estimuladas con BK, en ausencia y presencia del 
antagonista de RB2. En la Figura 60A, se muestra parte de una colonia que presenta un 
grado intermedio de compactación. En estas condiciones, algunas células exhiben 
filopodios inmunomarcados con β-catenina, lo que denota su tendencia a asociarse 
(Figura 60C, flechas). En las células que poseen mayor grado de asociación, la β-
catenina se distribuye en la membrana de forma regular marcando los bordes 
celulares (Figura 60A, grupo de células ubicado a la izquierda). La imagen de la Figura 
60B muestra claramente que, cuando se agrega BK al cultivo, el grado de compactación 
aumenta, el borde de las colonias se torna más regular, y la inmunomarcación de β-
catenina se localiza de forma continua en la membrana de la mayoría de las células 
(Figura 60B y D). Cuando las células son tratadas con el antagonista del RB2, las 
colonias presentan menor grado de compactación, y la señal fluorescente de β-
catenina no se distribuye de forma regular y continua en los bordes (Figura 60F), 
como lo hace en las células estimuladas con BK en ausencia del antagonista.  
Sobre la base de los resultados expuestos, y teniendo en cuenta que el RB2 deja de 
expresarse es las células que han adquirido UA maduras, se interpreta que 
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efectivamente la BK induce y mantiene la asociación intercelular, y lo hace en los 
eventos tempranos de asociación entre las células.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Análisis de la expresión y distribución de E-cadherina en células de TCd estimuladas con 
BK. Inmunofluorescencia realizada utilizando un anticuerpo dirigido contra E-cadherina. Cultivos 
primarios de células de TCd estimuladas con BK 1 µM durante 1 min (B) o 5 min (C), o tratados con 100 
nM del antagonista del RB2, HOE-140, durante 30 minutos previo (D) a la estimulación con 1 µM de BK 
durante 1 (E) o 5 min (F). Escala y aumento: 200 µm, 400X. BK: bradiquinina, HOE: HOE-140. 
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Figura 60. Análisis de la expresión y distribución de β-catenina en células de TCd estimuladas con 
BK. Inmunomarcación de α-catenina (rojo), y los núcleos se colorearon con Hoechst (azul). Cultivos 
primarios de células de TCd estimuladas con BK 1 µM durante 1 min (B, D) o tratados con 100 nM del 
antagonista del RB2, HOE-140, durante 30 minutos previo (E) a la estimulación con 1 µM de BK durante 1 
min (F). (C) y (D) ampliaciones de las correspondientes zonas recuadradas en (A) y (B). Escala y aumento: 
200 µm, 400X. 
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CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN 
 
 
CARACTERISTICAS FENOTÍPICAS DE LAS CÉLULAS DE TÚBULO COLECTOR  
EN DESARROLLO EN EL CULTIVO PRIMARIO 
 
En un estudio de índole histológico realizado en nuestro laboratorio, se demostró 
que hasta el destete, la papila renal de rata presenta una activa proliferación celular, y 
que hasta el día 10, la zona subcapsular exhibe extremos ciegos de las ramificaciones 
del brote ureteral (BU) [12]. Por lo tanto, las interacciones inductivas entre el BU y el 
mesénquima metanéfrico, que se sabe tiene lugar durante el desarrollo embrionario 
del riñón [1, 6], aún están presentes en la zona de la corteza después del nacimiento. 
En este contexto, se deduce que la papila renal de rata neonata contiene túbulos 
colectores en desarrollo, puesto que por derivar del BU, la capacidad de ramificarse e 
inducir al mesénquima metanéfrico se conserva en sus extremos, los que después del 
nacimiento, se ubican exclusivamente en la zona subcapsular. En consecuencia, el uso 
del término “brote ureteral” se debería reservar para referirse a las estructuras 
presentes en el riñón durante el periodo embrionario. Por este motivo, para marcar 
esta diferencia, en este trabajo de tesis se utilizó el término “túbulo colector en 
desarrollo” (TCd). 
Se sabe que la síntesis de bradiquinina (BK) aparece muy temprano en el desarrollo 
renal, y la expresión del ARNm para su receptor de tipo B2 es 30 veces mayor en el 
riñón en desarrollo que en el adulto. Asimismo, la expresión y actividad de la cininasa 
II, la principal enzima que degrada las cininas, es relativamente bajo en el riñón fetal y 
neonatal, permitiendo así la acumulación de BK intrarrenal durante la etapa de 
desarrollo [155]. Por otra parte, el tratamiento in vivo de ratas recién nacidas con un 
antagonista selectivo del receptor B2 (RB2) de BK resulta en un insuficiente 
crecimiento renal, pero no tiene efecto en el riñón adulto [140]. Por lo tanto, resulta 
claro que la BK desempeña un rol importante durante la nefrogénesis. Sin embargo, 
aún no se han descripto las causas bioquímicas ni morfológicas que lo justifiquen. 
Sobre la base de estos antecedentes, se planteó como objetivo general de la tesis 
estudiar el papel que cumple la hormona intrarrenal BK en el desarrollo posnatal de la 
papila renal.  
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El riñón de rata neonata presenta estructuras nefrogénicas típicas del riñón en el 
periodo embrionario, análogas a las del segundo y tercer trimestre de gestación en el 
humano, porque completa su desarrollo luego del nacimiento [8]. Por este motivo, el 
riñón de rata neonata constituye un modelo animal adecuado para el estudio del 
desarrollo renal. Para llevar a cabo el proyecto, se utilizó como modelo experimental el 
cultivo primario de células de TCd aisladas de papila renal de ratas de 5 a 10 días de 
edad. Con el fin de conocer el comportamiento del modelo de estudio elegido, el 
primer capítulo de esta tesis se centró en la caracterización morfológica y en la 
descripción de las características fenotípicas que presentan las células de TCd en el 
cultivo primario.  
Las centrifugaciones a muy baja velocidad por tiempos muy cortos que se utilizaron 
para aislar los TCd de la papila, permitieron la obtención de una población enriquecida 
en túbulos, lo que evitó la contaminación con células aisladas, como lo demuestran las 
imágenes de microscopia de contraste de fase. Se comprobó que estas células in vitro 
imitan el comportamiento que poseen en el tejido intacto, ya que conservan la 
tendencia a unirse entre sí y con la matriz extracelular que ellas mismas secretan para 
formar monocapas epiteliales. Asimismo, la distribución polarizada de actina y de 
vinculina en las células del borde de la colonia, junto a la presencia de lamelipodios, 
indican que las células de TCd en el cultivo exhiben las características típicas de una 
colonia migratoria de células epiteliales. Los experimentos de la presente tesis 
doctoral fueron realizados sobre soportes plásticos aptos para cultivo, de superficie 
lisa (no porosa), sobre los cuales las células fueron sembradas sin el agregado de 
componentes de matriz. Se encuentra bien documentado el hecho de que las células de 
BU, cultivadas en soportes que permiten su crecimiento en tres dimensiones, 
conservan la capacidad de formar estructuras tubulares ramificadas [7]. Aunque en las 
condiciones de cultivo bidimensionales, las células de TCd no pueden formar túbulos, 
el uso de esta estrategia experimental permitió realizar el estudio de los fenómenos 
básicos que disparan dicho proceso.  
Durante el desarrollo renal, los cambios morfológicos ocurren aceleradamente. En 
los cultivos primarios de TCd, estos cambios se ven reflejados en el alto nivel de 
heterogeneidad que exhiben las colonias, en relación con el grado de asociación y 
maduración de las células durante el crecimiento. Además, se comprobó que su 
comportamiento in vitro depende de las condiciones de cultivo, esto es, la cantidad 
inicial de células sembradas y el tiempo total de incubación. En consecuencia, en un 
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cultivo de 48 horas, es posible observar colonias de reciente formación junto a otras 
en un estado más avanzado de maduración.  
 De lo arriba expuesto, y teniendo en cuenta que las células de TCd utilizadas no se 
sometieron a ningún tipo de manipulación genética, este modelo experimental 
permitió generar resultados fisiológicamente más relevantes. Contrariamente, el uso 
de líneas celulares derivadas de túbulo colector como lo son las células MDCK y 
mIMCD son cuestionadas para este tipo de estudio por derivar de un epitelio maduro, 
y por lo tanto, no comportarse como un tejido embrionario. 
En la introducción se mencionó que la adquisición o pérdida secuencial de 
glicoconjugados puede considerarse como un marcador del estado de diferenciación 
durante el desarrollo. La lectina DBA se une a glicoconjugados presentes en células del 
BU y sus derivados, y la lectina BSL-I, a los presentes en células intersticiales [148, 
149]. También se ha reportado que durante la etapa embrionaria, existen células del 
BU que expresan glicoconjugados a los cuales se asocia la lectina BSL-I [150]. Por otro 
lado, la citoqueratina es una de las primeras proteínas estructurales específicas que se 
sintetizan durante el proceso de diferenciación de las células epiteliales, y junto con la 
E-cadherina y α-catenina de las uniones adherentes, suelen utilizarse como 
biomarcadores de células epiteliales [50, 58]. Por este motivo, con el fin de monitorear 
el grado de diferenciación de las células de TCd en el cultivo primario, se utilizó como 
herramienta de estudio la capacidad de las células de unir las lectinas DBA y BSL-I, 
junto con la expresión de citoqueratina-7 (CK-7), E-cadherina y α-catenina, así 
también como la evaluación de los cambios morfológicos.  
Las células de TCd en el cultivo conservan la capacidad de asociarse entre sí 
formando láminas o colonias, como lo hacen las células de estirpe epitelial. Sin 
embargo, en una misma colonia se observó la coexistencia de células con distinta 
reactividad para ambas lectinas, agrupadas en zonas bien definidas. Del análisis de los 
resultados con doble marcado, se dedujo que a medida que las células adquieren un 
mayor grado de diferenciación, es decir, expresan las características típicas del 
fenotipo epitelial (E-cadherina y α-catenina en la unión célula-célula, y una red de 
filamentos intermedios de citoqueratina bien desarrollada), pierden gradualmente la 
expresión de los glicoconjugados que unen BSL-I, y adquieren aquellos que unen DBA. 
La existencia de células que expresen simultáneamente ambos glicoconjugados 
(células con señal positivas para ambas lectinas), refuerza esta conclusión. 
Considerando que en las células epiteliales, estas moléculas se localizan en la 
Conclusiones y Discusión 
 
112 
 
superficie apical, el análisis de las imágenes de reconstrucción 3D reveló que la 
distribución de los mismos no es la típica de las células diferenciadas, puesto que se 
detecta señal positiva para ambas lectinas desde el corte más basal, aunque con mayor 
intensidad en las capas más apicales.  
Una característica que se destaca es la ubicación de las células BSL-I+ con respecto al 
resto de las células que forman parte de la colonia, y es que generalmente se localizan 
en las zonas más periféricas. Otro hecho llamativo fue el hallazgo de que algunas 
células DBA- expresan vimentina. Como se mencionó en la introducción, la molécula 
de vimentina, junto con la proteína α-actina de músculo liso (α-SMA), son 
considerados biomarcadores de células mesenquimáticas [50-53, 58]. Sin embargo, se 
ha reportado co-expresión de citoqueratina y vimentina durante la etapa fetal y en 
ciertas patologías renales [156, 157]. Por tal motivo, la vimentina se ha dejado de 
utilizar como marcador de células mesenquimáticas. En este contexto, y teniendo en 
cuenta además que estas células no expresen α-SMA, es muy probable que las células 
DBA- que contienen vimentina se encuentran en un grado de diferenciación menor.  
A modo de resumen, en una misma colonia coexisten células que difieren en el grado 
de maduración o diferenciación. Las de mayor grado de diferenciación exhiben señal 
positiva para la lectina DBA, uniones adherentes maduras y filamentos intermedios 
formados por citoqueratina. Contrariamente, las que poseen menor grado de 
diferenciación, pueden exhibir en forma simultánea positividad para ambas lectinas, 
solo para BSL-I, o para ninguna, filamentos intermedios formados por vimentina, 
citoqueratina residual (que no forma parte del citoesqueleto), y además carecen de 
uniones adherentes maduras. La presencia de α-N-acetilgalactosamina-α D galactosa 
en las células de TCd en condiciones de crecimiento in vitro, concuerda con resultados 
previos realizados en nuestro laboratorio sobre cortes histológicos de riñón de rata 
neonata, donde se observó la existencia de células de TCd que se tiñen con la lectina 
BSL-I, lo que denota la persistencia posnatal de glicoconjugados que se expresan sobre 
este tipo celular durante la vida embrionaria [12]. En conjunto, la evidencia 
experimental que se presenta refleja la falta de uniformidad en el grado de 
diferenciación de las células que forman parte de una misma colonia, lo que refuerza el 
concepto de heterogeneidad antes planteado. Todo esto indica la presencia de un 
estado de transición dentro de la colonia, hecho que resalta el concepto de diversidad 
fenotípica que caracteriza a la papila renal en esta etapa de desarrollo. 
 
Conclusiones y Discusión 
 
113 
 
Por otra parte, el análisis fenotípico de las células que aparecen en los cultivos 
primarios como células aisladas, brindó la información necesaria para concluir que se 
trata de células mesenquimáticas, puesto que expresan vimentina y α-SMA, exhiben 
señal positiva para la lectina BSL-I, y su forma fibroblastoidea coincide con la de este 
tipo celular. Otra característica típica de las células mesenquimáticas que se observa, 
es que no forman una lámina de células ni establecen estructuras de adhesión 
intercelular especializadas. Y a diferencia de las células de TCd que forman parte de la 
colonia (DBA positivas), expresan el RB2 de BK y contienen abundante cantidad de 
PIP3, lo que refleja su capacidad migratoria. Las reconstrucciones 3D y perfiles xz 
permitieron deducir que estas células se localizan de forma adyacente o por debajo de 
las células que forman parte de la colonia. En contraste con la información que brindan 
los experimentos en tiempo real, las imágenes de inmunofluorescencia no permiten 
demostrar con certeza si una célula que se ubica de forma adyacente o superpuesta, 
proviene de o se está insertando en una colonia, aunque es posible plantear una 
hipótesis a partir de tales resultados. Como se mencionó anteriormente, la baja 
velocidad y cortos tiempos de centrifugación aplicados durante el aislamiento de los 
TCd de la papila, evitó la contaminación con células individuales. Por lo tanto, se 
interpreta que estas células con características mesenquimáticas se originan in situ en 
el cultivo primario mediante un proceso de transición epitelio-mesénquima (TEM) de 
las células de TCd que forman parte de las colonias. Asimismo, las reconstrucciones 
3D, perfiles xz y experimentos en tiempo real muestran claramente que estas células 
pueden insertarse entre las células de TCd que forman parte de la colonia desde el 
plano basal, y adquirir características semejantes a sus células vecinas mediante un 
proceso de transición mesénquima-epitelio (TME).  
En consistencia con estos hallazgos, Herzlinger y colaboradores, a partir de 
resultados de experimentos de marcado de linaje celular, demostraron que las células 
epiteliales del BU experimentan una TEM y delaminación para formar los progenitores 
mesenquimáticos del blastema metanéfrico [72]. Es importante destacar que estos 
autores han revisado la diferenciación de las células renales, y demostraron que 
posteriormente el blastema sufriría una TME para diferenciarse en los distintos tipos 
celulares que forman el nefrón. Por este motivo, plantearon que la nefrogénesis 
consiste en un proceso que puede dividirse en dos conversiones fenotípicas. Primero, 
las células del BU sufrirían una TEM y delaminación para formar el blastema, las que 
finalmente mediante una TME, daría origen a las células que forman el nefrón [72]. 
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Este modelo de nefrogénesis se diferencia del modelo clásico, el cual se describe como 
una TME de las células del mesénquima metanéfrico en respuesta a señales inductivas 
provenientes del BU [1, 2, 158]. 
Si bien en el presente trabajo no se incluyen experimentos de marcado de linaje 
celular, el conjunto de resultados sugiere la existencia de un “equilibrio dinámico” 
entre las células de TCd que forman parte de las colonias, y las células que no lo hacen, 
fuertemente desplazado hacia las primeras. Las células mesenquimáticas que 
aparecen en los cultivos primarios como células aisladas, se localizan próximas o en 
contacto con las células del borde de las colonias que le dieron origen. Muy 
probablemente, entre las células de TCd del borde de la colonia y las mesenquimáticas 
generadas de novo tenga lugar la mutua inducción descripta por Grobstein, Saxen y 
Nigam a través del contacto directo célula-célula, o a través de factores solubles, como 
el GDNF, cuyo receptor Ret se expresa en el extremo del BU en el riñón en desarrollo 
[7, 18].  
Los resultados expuestos muestran que las células de TCd que se originan en el 
cultivo primario adquieren las características propias de este tipo celular, evidenciado 
por el desarrollo del cilio primario y la expresión de acuaporina-2, pero las células 
mesenquimáticas no se diferencian en los distintos tipos celulares que forman el 
nefrón. En un trabajo en el cual se utilizó como modelo de estudio un rudimento de 
riñón embrionario (E 11.5) de ratón, Davies y col. demostraron que la afinidad que 
poseen las células del BU por la lectina DBA es un indicador sensible de la actividad 
morfogenética relacionada con su ramificación, y la falta de señal positiva para DBA en 
el extremo terminal (tip) del BU corresponde a zonas de alta proliferación y define un 
estado especial de diferenciación distinto al que poseen las células del resto del BU 
[149]. Los mismos autores demostraron que si se interfiere el sistema GDNF/Ret, la 
tinción con DBA se extiende hasta el tip [149]. En la presente tesis doctoral, y en 
coincidencia con estos autores, se demostró que en una misma colonia coexisten zonas 
de alta y de baja proliferación celular, y que además, las zonas teñidas intensamente 
con DBA coinciden con las de baja proliferación celular. Y aunque en las condiciones 
de cultivo bidimensionales, las células de TCd no pueden generar túbulos y por lo 
tanto no se puede hablar de “tip”, el fenómeno existe. Aunque estos resultados no 
constituyen evidencia directa de que en el modelo de estudio tenga lugar la mutua 
inducción mediada por el sistema GDNF/Ret, refuerzan la hipótesis planteada.  
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Por este motivo se puede afirmar que el “equilibrio dinámico” que se genera entre 
ambos tipos celulares está fuertemente desplazado hacia las células de TCd, puesto 
que en los experimentos de tiempo real se demostró que las células con características 
mesenquimáticas finalmente se insertan entre las células de TCd de la colonia, y, como 
consecuencia de la inducción por parte de las células de TCd, experimentan una TME 
para quedar definitivamente integradas en la monocapa. Por lo tanto, las células 
mesenquimáticas cumplirían una función dual: 1) inducir a las células de TCd a través 
del contacto directo, o de factores solubles, y 2) contribuir –mediante su integración- 
en la formación de la colonia. De esta forma, mediante cultivos primarios de células de 
TCd de rata neonata, es posible observar la coexistencia de ambos fenómenos. 
Sobre la base de los resultados expuestos, se plantea un modelo en el cual las células 
mesenquimáticas que se originan de novo funcionarían de nexo entre el modelo de 
nefrogénesis propuesto por Herzlinger y colaboradores, que incluye dos conversiones 
fenotípicas (TEM-delaminación-TME), y el modelo clásico de mutua inducción 
propuesto por los autores Goldstein, Saxen, y Nigam. 
En este punto es importante destacar que tanto la TEM, como su proceso inverso, 
TME, es una forma de plasticidad celular que tiene lugar durante el desarrollo 
embrionario, y la reactivación de la TEM en el adulto es considerada una respuesta 
fisiológica que posibilita la formación de células mesenquimáticas para controlar 
procesos inflamatorios y reparar daños tisulares [58]. En el riñón adulto, existe un 
equilibrio entre ambos procesos, pero cuando este equilibrio se altera se generan 
condiciones patológicos como lo es la fibrosis renal y el cáncer [58, 59]. 
En las células epiteliales, los polifosfoinositidos, además de su capacidad de reclutar 
proteínas relacionadas con el citoesqueleto, participan en la locomoción celular. 
Mediante ensayos de inmunomarcación se identificaron células DBA-/BSL-1+ que 
contienen PIP3, en contraposición con el resto de las células DBA+, que no contienen 
PIP3 detectable. Por sus características, y su ubicación en la zona submarginal o en el 
borde de la colonia, las células DBA-/BSL-1+/PIP3+, poseen un comportamiento muy 
similar al definido por Pierre Savagner como “fenotipo metaestable”, que hace 
referencia a la expresión de atributos correspondientes tanto al fenotipo epitelial 
como al mesenquimático [159]. Por consiguiente, las células DBA+/PIP3- 
representarían las células de TCd con un mayor grado de diferenciación, mientras que 
las de “fenotipo metaestable” podrían cumplir un rol facilitador de la migración 
colectiva de la colonia. Este comportamiento in vitro se puede atribuir al avance o 
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elongación del BU que ocurre in vivo durante la nefrogénesis. El hecho de que en los 
túbulos colectores de la papila renal, las células BSL-I+ solo se observan hasta los 15 
días del desarrollo posnatal, que corresponde al periodo de mayor crecimiento renal 
en tamaño [12], refuerza esta hipótesis. Además, estas células muy probablemente 
sean las que por una TEM y delaminación, den origen a las células mesenquimáticas ya 
descriptas. Asimismo, las células mesenquimáticas contienen gran cantidad de PIP3, lo 
que refleja sus atributos de células migratorias, necesario para poder desplazarse y 
ubicarse en el plano basal de la lámina de células epiteliales para luego integrarse 
mediante una TME con el resto de las células de la colonia, como se observó que 
efectivamente ocurre en los experimentos de tiempo real. 
 
A modo de resumen en el esquema de la figura 61 se ilustra el modelo de “equilibrio 
dinámico” entre las células de TCd  y las células mesenquimáticas.  
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Figura 61. Modelo que ilustra el “equilibrio dinámico” que existe entre las células de 
TCd  y las células mesenquimáticas. Esquema resumen de los resultados del capítulo 1 de la 
tesis. En (A) se representa el plano basal de una colonia de células de TCd en cultivo, y en (B) 
la vista lateral de la misma. 
B (Vista lateral) 
TME 
A (Plano basal) 
TME 
BSL-I+/-, DBA+/-, RB2+, 
CK7+, vimentina - , α-SMA –,  
E-cadherina y α-catenina+/- 
PIP3+/- BSL-I+         -  
RB2+         -  
α-SMA+         - 
PIP3+         - 
BSL-I+, RB2+,  
α-SMA+, 
PIP3+ 
DBA+, BSL-I-, RB2-, 
CK7+, vimentina - ,  
α-SMA –,  
E-cadherina y  
α-catenina+ 
PIP3- 
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LA BRADIQUININA INDUCE LA ASOCIACIÓN DE LAS CÉLULAS DEL TÚBULO COLECTOR 
DURANTE EL DESARROLLO FAVORECIENDO LA MIGRACIÓN COLECTIVA  
 
En la introducción se mencionó que durante el desarrollo renal, la expresión de RB2 
es elevada, y se localiza en las ramificaciones del BU y en sus derivados, los túbulos 
colectores en desarrollo [107, 136, 137]. Contrariamente, el receptor de BK  de tipo 
B1, no se expresa en las células del BU ni en los túbulos colectores, y presenta niveles 
bajos de expresión antes del nacimiento [135]. Es por este motivo, que los estudios 
realizados durante el desarrollo del presente trabajo de tesis se centraron 
exclusivamente sobre el RB2.  
En el análisis de las características fenotípicas de las células de TCd en el cultivo 
primario se incluyó el estudio de la expresión del RB2. Los resultados demostraron 
que en las células que exhiben un alto nivel de asociación, reflejado por la presencia de 
uniones adherentes maduras y fuerte tinción con DBA, la expresión del receptor está 
ausente. Contrariamente, la expresión de RB2 en las células que exhiben menor grado 
de asociación, y en las mesenquimáticas, es alta. Estos resultados sugieren que la BK 
podría participar en la inducción de los eventos tempranos que conducen a la 
adhesión célula-célula, hecho que ocurre en las primeras etapas del proceso de 
diferenciación, es decir, previo a la adquisición del fenotipo característico del tejido 
epitelial.   
Durante el desarrollo renal, el BU migra y lo hace de forma colectiva, es decir que las 
células que lo forman, migran sin perder la unión entre ellas [76, 104, 160]. En este 
contexto, el borde director de un grupo de células en movimiento está formado por 
una o varias células que extienden bordes ondulatorios de membrana o “ruffles”, 
enriquecidos en actina [161]. El análisis de los resultados de los experimentos 
realizados en tiempo real muestran que ante el agregado de BK, las células de TCd 
experimentan un aumento en la velocidad de formación y tamaño de los lamelipodios 
y “ruffles”, y adquieren un mayor grado de compactación, reflejado por la disminución 
del área total de las colonias. Asimismo, el borde de la colonia se torna más regular 
debido a la continuidad de los haces de filamentos de actina, dando idea de que la 
colonia entera se comporta como una única célula migratoria. Dichos fenómenos no se 
observan si previo a la estimulación con BK, las células son tratadas con un 
antagonista del RB2. Por lo tanto, estos resultados demuestran que la BK, a través de la 
activación de su RB2, estimula la asociación intercelular, y de esta forma, favorece la 
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migración colectiva de las células que forman parte de la colonia. Este fenómeno que 
se observa in vitro podría interpretarse como un efecto estabilizador del BU o TCd 
para evitar la dispersión de las células mientras migran durante la nefrogénesis. Por 
otra parte, en cultivos de células de TCd con un mayor nivel de asociación celular, el 
agregado de BK induce una polarización notoria de los haces de filamentos de actina 
en la periferia de la colonia, donde un grupo de células que exhiben lamelipodios 
probablemente indican la dirección de migración, y por lo tanto muestran el típico 
fenotipo de una colonia epitelial migratoria. Por el contrario, aunque las células no 
tratadas con BK exhiben un nivel considerable de asociación celular, no es posible 
definir en las colonias un borde de avance y uno posterior. 
Varias líneas de evidencia experimental han demostrado que la BK aumenta la 
migración de las células endoteliales y de sus progenitores [162, 163], de células 
sanguíneas como los neutrófilos y linfocitos [164, 165], de fibroblastos, microglía y 
células dendríticas [166-168], de trofoblastos humanos inmortalizados [169], y de 
varios tipos de células cancerosas [170-172]. En este punto es importante destacar 
que las células mesenquimáticas, y las células DBA-/BSL-I+/PIP3+ con “fenotipo 
metaestable” que se localizan en el borde de la colonia o de forma submarginal, a las 
cuales les hemos atribuido una función migratoria, también expresan, y con alta 
intensidad, el RB2. Por lo tanto, nuestros resultados, juntamente y en coincidencia con 
las evidencias presentadas por los autores mencionados, demuestran claramente el rol 
fisiológico que posee la BK en estimular la migración celular. 
Las vías de señalización que intervienen durante la nefrogénesis han sido 
ampliamente estudiadas, tanto en células en cultivo como en modelos murinos [7]. Se 
ha demostrado que en respuesta a la activación del eje GDNF/Ret se produce la 
activación de PI3K, pero aún no se conoce cómo la activación de Ret impacta sobre el 
crecimiento y la migración de las células del BU [18, 102]. La fosfatasa PTEN 
transforma PIP3 en PIP2 [79, 80], y por este motivo, durante el desarrollo renal 
funciona como un regulador negativo de la actividad de PI3K [81]. En ratones, la 
inhibición de la enzima PI3K durante el desarrollo renal altera la ramificación y la 
migración de las células del BU, lo que favorece la formación de quistes renales, en 
parte debido a una migración deficiente y a una adhesión celular alterada [102-104]. 
Los resultados de inmunofluorescencia demuestran que las células de TCd poseen un 
nivel basal de expresión de PI3K y PTEN, que se incrementa luego de la estimulación 
de las células con BK. Considerando que la BK, a través de la activación de RB2, puede 
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iniciar la activación de una vía de señalización que involucra PI3K [82], se investigó si 
esta vía participa en los fenómenos que induce la BK sobre las células de TCd ya 
descriptos. El análisis conjunto de las imágenes de inmunofluorescencia y los 
resultados de experimentos realizados en tiempo real en presencia de un inhibidor 
especifico de PI3K, demostró la participación de PI3K en la asociación célula-célula, y 
en la formación de estructuras migratorias inducidas por BK. El análisis cuantitativo 
del área, luego del agregado de BK en presencia del inhibidor de PI3K, reveló la falta 
de compactación de las colonias.  
Varios estudios han señalado la activación de PI3K y su cinasa diana, Akt, en 
respuesta a la activación de Ret mediada por el factor GDNF [102, 173]. En la presente 
tesis se expusieron resultados de Western blot que demuestran que la activación de 
PI3K mediada por la unión de BK a su RB2 induce en la células de TCd la activación de 
Akt, expresada por un aumento de su forma fosforilada, hecho que ocurre solo en 
ausencia del antagonista del RB2 (HOE-140), y del inhibidor de PI3K. Además, en 
consistencia con estos resultados bioquímicos, en las imágenes de 
inmunofluorescencia se observa una mayor intensidad de la señal fluorescente de Akt-
P, localizada principalmente en la membrana de alguna de las células del borde de la 
colonia. Se han descripto cientos de sustratos para la forma fosforilada activa de Akt, 
que incluyen proteínas implicadas en la regulación del crecimiento y proliferación, la 
supervivencia y la diferenciación celular [83-87]. Además, mediante la inducción del 
recambio de las integrinas, favorece la migración celular [79, 88]. Por lo tanto, en las 
células de TCd, la cinasa Akt, que actúa “corriente abajo” de la activación de PI3K, 
participaría en la generación de los fenómenos que induce la BK sobre este tipo 
celular, ya descriptos.  
Como se mencionó en la introducción, la proteína Rac también puede ser activada 
como efector “corriente abajo” de PI3K. Puesto que es sabido que Rac se halla 
implicada en la formación de lamelipodios [90, 93, 94], y de estructuras de adhesión 
celular [95], y se ha demostrado que la BK participa en la inducción de estos procesos, 
se investigó la expresión de Rac en las células de TCd en cultivo primario. De las tres 
isoformas descriptas, solo se estudió la isoforma Rac1 porque es la única que se 
expresa en todos los tipos celulares [91, 92]. La proteína Rac1 oscila entre dos estados. 
Su forma activa (unida a GTP) se asocia a la membrana, y su forma inactiva (unida a 
GDP) existe libre en el citosol. Durante la migración celular, Rac1, a través de Arp2/3, 
media el ensamblaje de filamentos ramificados en el borde conductor [93, 174]. Los 
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resultados expuestos muestran que el tratamiento con BK induce un aumento de la 
expresión de Rac1 en células de TCd que se localizan en determinadas zonas de la 
colonia, hecho que no se observa si las células fueron previamente tratadas con el 
antagonista de RB2 o el inhibidor de la enzima PI3K. A pesar que el anticuerpo 
utilizado detecta tanto la forma activa como inactiva de Rac1, se puede interpretar que 
el aumento en la intensidad de la señal fluorescente refleja una acumulación de la 
forma activa en la membrana de esas células. En trabajos recientes realizados por 
otros autores, se demostró que durante la migración colectiva de células epiteliales, la 
proteína Rac primero se activa en algunas células del borde libre, y el movimiento de 
estas células origina una tensión, cuya señal se transmite a través del contacto célula-
célula, lo que lleva a la activación de Rac en el resto de las células, y la formación de 
lamelipodios en las células del borde libre, y de pequeños lamelipodios crípticos en las 
células del centro [160, 175, 176]. Por lo tanto, la distribución polarizada de células de 
TCd que expresan Rac1 dentro de la colonia luego de la estimulación con BK, guarda 
una estrecha relación con la distribución de la forma activa de Rac en láminas de 
células epiteliales, descripta por los autores antes mencionados. En este contexto, los 
resultados presentados en esta tesis señalan a la enzima PI3K como punto de 
confluencia de la vía de señalización activada por; 1) BK a través de su RB2, y 2) GDNF, 
a través de la unión con su receptor Ret, que se expresa en las células del extremo del 
BU durante el desarrollo [7, 14, 18, 27]. De esta forma, la vía PI3K/Akt y PI3K/Rac1 
constituyen vías de señalización clave en los mecanismos de acción de la BK sobre las 
células de BU y túbulos colectores durante el desarrollo renal.  
 
En la figura 62 se muestra un esquema de los resultados discutidos hasta este punto. 
 
Las colonias migratorias de células de TCd que se describen en el presente trabajo de 
tesis se pueden considerar la expresión in vitro del crecimiento del BU que ocurre 
durante la nefrogénesis. Teniendo en cuenta que la extensión e invasión inicial del BU 
en el mesénquima metanéfrico circundante es la estrategia fisiológica para organizar 
finalmente todo el riñón, el hecho de que la activación del RB2 por BK pueda tener un 
rol en la formación inicial del BU permite sugerir que la activación de la vía de 
señalización iniciada por BK/B2R, constituye un resultado relevante. 
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Durante el desarrollo renal, debe existir un delicado equilibrio entre la motilidad 
celular y el mantenimiento de las uniones célula-célula para favorecer la migración de 
las células epiteliales del BU de forma colectiva. Los resultados presentados en esta 
Figura 62. Vías de señalización involucradas en la acción de la BK sobre las células de TCd 
durante el desarrollo renal. Esquema resumen de los resultados del capítulo 2 de la tesis. El 
mecanismo por el cual la BK induce la compactación celular y favorece la migración colectiva de las 
colonias epiteliales de TCd estaría mediado por la activación de la vía  PI3K/Akt/Rac1 como resultado de 
la unión a su receptor B2. PI3K constituiría un punto de confluencia de la vía de señalización activada 
por BK/RB2 y GDNF/Ret. 
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tesis sugieren fuertemente que BK es un factor importante en este proceso. La 
migración de las células requiere reordenamientos del citoesqueleto de actina y la 
formación de lamelipodios y “ruffles”, como se observa que ocurre en las células de 
TCd en cultivo primario estimuladas con BK. Está ampliamente aceptado que el eje 
GDNF/Ret regula el crecimiento y coordina la proliferación y migración de las células 
del BU, manteniendo la integridad del túbulo como una estructura epitelial [5, 7, 18, 
102]. Sin embargo, se afirma que la vía de Ret no es el único factor que interviene en 
estos procesos, ya que una proporción significativa de riñones mutantes para el gen 
ret todavía presentan un BU rudimentario [29]. Sobre la base de nuestros resultados, y 
teniendo en cuenta que la expresión del RB2 aparece muy temprano durante el 
desarrollo, se propone que la BK puede ser uno de esos factores. Por este motivo, las 
vías de señalización iniciadas por GDNF y BK actuarían de forma complementaria. Está 
descripto en la literatura que el bloqueo farmacológico del RB2 durante la etapa fetal 
provoca en la rata hipoplasia y diferenciación anormal de los túbulos renales, y 
durante el desarrollo posnatal retarda el crecimiento renal [136, 140]. Por lo tanto, si 
ambas vias fueran redundantes, y no complementarias, una via reemplazaria a la otra, 
y al inhibir cualquiera de ellas, el desarrollo renal seria normal, cosa que no ocurre. En 
este contexto, los resultados que se derivan de este trabajo de tesis adquieren mayor 
relevancia. 
 
En conclusión, el presente trabajo de tesis, realizado con células de TCd aisladas de la 
papila renal de ratas neonatas que no fueron manipuladas genéticamente, ofrece 
nuevas evidencias experimentales que aportan un nuevo conocimiento sobre el rol 
que ejerce la BK durante el desarrollo postnatal del riñón Sobre la base de los 
resultados expuestos, y teniendo en cuenta que el bloqueo del RB2 resulta en un 
menor crecimiento renal, se propone que la vía BK/RB2, a través de la activación de 
PI3K, y sus efectores corriente abajo, Akt y Rac1, participa durante la nefrogénesis en 
dos niveles:  
1) Sobre las células del tallo o cuerpo del BU, favoreciendo la formación de las 
uniones adherentes, y por ende su compactación, para estabilizar el túbulo; y  
2) Sobre las células del extremo o tip del BU, al incrementar su actividad 
protrusiva mediante la formación de lamelipodios y bordes ondulatorios o 
“ruffles”, y de esta forma, favorecer la migración colectiva. 
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De esta forma, la BK contribuiría facilitando el avance o migración colectiva del BU 
durante la nefrogénesis, desde la zona donde se origina en la papila, hasta la corteza 
renal donde ocurre la mutua inducción entre las células del mesénquima metanéfrico 
y las células epiteliales del BU, para dar origen al nefrón y al sistema de túbulos 
colectores, respectivamente.  
 
En la figura 63 se muestra un esquema donde se resumen estas conclusiones. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 63. Modelo propuesto de los mecanismos por los cuales la BK contribuiría facilitando el 
avance o migración colectiva del BU durante la nefrogénesis 
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PROYECCIÓN FISIOPATOLÓGICA DE LAS EVIDENCIAS EXPUESTAS  
EN EL PRESENTE TRABAJO DE TESIS DOCTORAL 
 
La organogénesis del riñón está coordinada por interacciones complejas entre 
numerosos factores de crecimiento y moléculas de señalización intracelular. Entre 
ellas, las interacciones inductivas entre el brote ureteral y el mesénquima metanéfrico 
son esenciales en el desarrollo renal, y la interrupción de cualquier vía específica 
durante este proceso lleva a la aparición de anomalías congénitas. Así, la ausencia de 
extensión del BU desde el conducto de Wolf resulta en agenesia renal, mientras que las 
interacciones aberrantes entre el brote ureteral y el mesénquima metanéfrico pueden 
llevar a una hipodisplasia renal. 
Los resultados presentados en esta tesis aportan nuevas evidencias experimentales 
que amplían el conocimiento sobre los mecanismos básicos que regulan la migración 
celular del brote ureteral durante la nefrogénesis. Esto resultaría crucial en la  
interpretación de las malformaciones congénitas del desarrollo renal y patologías 
renales, y plantea a su vez nuevas posibilidades a tener en cuenta para generar 
estrategias de tratamiento. 
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